esp@cenet document view 



Page 1 of 1 



New amyloid-specific aptamer, useful for diagnosis and/or treatment of e.g. 
Alzheimer's disease, is stabilized against nucleases 



Publication number: 
Publication date: 
Inventor: 



Applicant: 

Classification: 

- International: 

- European: 
Application number: 
Priority number(s): 



DE19916417 
2000-10-19 

ERDMANN VOLKER A (DE); FUERSTE JENS PETER 
(DE); DAHMEN FRANCISCO YLERA (DE); 
SEILHEIMER BERND (DE) 

SCHERING AG (DE) 

C12N1S/10; C12N15/11; C12N15/10; C12N15/11; 

(IPC1-7): C07H21/00 

C12N15/10C4; C12N15/11D 
DE1 9991 01641 7 19990401 
DE19991016417 19990401 



Report a data error here 



Abstract of DE1 991 641 7 

Amyloid-specific aptamer (I) that is stabilized against nucleic acid-degrading enzymes, and its alleles 
and/or derivatives, is new. An Independent claim is also included for a method of preparing and/or 
isolating (I). 



Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



httn:/M.esracenei.com/textHoc?nR=F.POnor.MnY=nF.^ 001 641 lfrV=() 



Ill 

© BUNDESREPUBLIK (§) Offenlegungsschrift 

® DE 19916417 At 



DEUTSCHLAND 



® Int. CI. 7 : 

C 07 H 21/00 





DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



@ Aktenzeichen: 
(§) Anmeldetag: 
® Offenlegungstag: 



199 16 417.7 
1. 4. 1999 
19. 10. 2000 



< 

5 

<o 

UJ 

o 



(71) Anmelder: 

Schering AG, 13353 Berlin, DE 



® Erfinder: 

Erdmann, Volker A., Prof. Dr., 14163 Berlin, DE; 
Fiirste, Jens Peter, Dr., 13599 Berlin, DE; Dahmen, 
Francisco Ylera, 14057 Berlin, DE; Seilheimer, 
Bernd, Dr., 16540 Hohen Neuendorf, DE 

(§) Entgegenhaltungen: 

DE 197 25 619 A1 

DE 196 52 374 A1 

DE 195 43 750 A1 

US 58 34 188 

US 57 56 291 

WO 98 25 142 A1 

WO 97 46 678 A1 

WO 97 15 685 A1 

WO .. 9 94 800 A1 
J.Virol. 71(1997)8790-8797; 
Chem.Abstr. 127(1997)203619x; 
Chem.Abstr. 124(1996)137658; 
Chem.Abstr. 114(1991)1664; 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
(§4) Amyloidspezifisches Aptamer 

(§) Die Erfindung betrifft amyloidspezifische Substanzen. 
Gelehrt wird ein gegen Nukleinsaure-spaltende Enzyme 
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Beschreibung 
Die Erfindung betrifTt amyloidspezifische Substanzen. 

Amylolde bezeichnet im Rahmen der Erfindung unlosbche Peptide, welche sich insbesondere im extrazellularen Be- 
5 reich eines Gewebcs ablagern und so Plaques bilden kannen. Mit der Amyloid-Plaquebildung gehen verschiedenste 
Krankheitsbilder einher, so bei spiels weise insbesondere Alzheimer, Spongiforme Encephalopathien und Typ H Diabetes 
Mellitus. Im Falle von Alzheimer kommt dem Amyloid |3A4 besondere Bedeutung zu. Das pA4 ist ein Peptid aus 39-43 
Aminosauren mil einem Molekulargewicht von ca. 4 kDa. |5A4 ist ein Fragment des sogenannten Amyloidvorlauferpro- 
teins APP (Amyloid Precursor Protein), welches ein Transmembran-Glycoprotein ist. APP wird von 3 unterschiedlichen 
10 Proteasen, den sogenannten a-, und y-Sekretasen gespaltet. Im Falle der ot-Sekretasen entsteht ein Ittsliches APP- 
Fragment mit neuroprotektiven Eigenschaften. Im Falle der 0- und y-Sekretasen entsteht dagegen das pA4, welches au- 
Berhalb der Zellen zu loslichen Plaques aggregiert. Ahnliche Plaqueablagerungen wurden auch bei der Parkinson-Krank- 
heit, Chorea Huntington oder den Prionkrankheiten nachgewiesen. 

Jedenfalls im Falle der Alzheimer-Krankheit beruht die Plaquebildung letztendlich vennutlich auf Gendefekten, in de- 

15 nen der APP-Metabolismus so verandert wird, daB das pA4(l-42) und das |iA4(l-40) Amyloid entstehen. Das 
pA4(l-40) lagert sich bevorzugt an den bereits gebildeten Keimen des extrem unloslichen pA4(1^2) ab und bildet so 
die eigentlichen Plaques. Die Amyloidabiagerungen fuhren zu einer dauerhaften Mikrogliaaktivierung mit der Folge 
chronischer Eniziindungcn, wodurch auch gesunde Neuronen geschadigt werden. Aber auch Apoptose wird vermutlich 
durch PA4 ausgelost . Apoptose fuhrt zwangslaufig zum Schrumpfen des Gehims, da Neuronen im Gegensatz zu anderen 

20 Zellen nichtmehr nachwachscn. 

Aus pharmazeutischer und medizinischer Sicht ist es von besonderem Interesse, Substanzen zu entwickeln, rnittels 
welcher p-Amyloide im Korper nachgewiesen werden konnen. Denn bisher konnte die Alzheimer-Krankheit nur durch 
Gesprache und Lerntesis diagnostiziert werden, weshalb eine Therapie erst einsetzen konnte, wenn sich die Demenz be- 
reits bemerkbar gemachi hat und der irreversible Abbau des Gehirns fortgeschritten ist. Mittels Substanzen, welche an 0- 

25 Amyloide binden, konnte dem gegenuber sehr fruhzeitig die Krankheit diagnostiziert und therapiert werden, so daB der 
Abbau des Gehims verhindert oder zumindest erheblich verzogert wird. Auch fur eine Therapie ist es wichtig, Substan- 
zen zu finden, welche an J}- Amyloide binden. 

Substanzen der eingangs genannten Art sind bekannt aus der Literaturstelle DE 197 25 619 Al. Hierbei handelt es 
sich urn relativ kurze Peptide, welche die Amyloidbildung hemmen. Nachteilig bei den insofern bekannten Substanzen 

30 ist, das solche Peptide, insbesondere kurze Peptide, meist eine relativ geringe Affinitat fur Zielsubstanzen haben. Im 
Falle von kurzen Peptiden liegen die apparenten Dissoziationskonstanten typischerweise im uMol-Bereich. Ebenfalls be- 
kannt sind monoklonale Antikorper gegen 0A4, die eine Quantifizierung des Amyloids ermoglichen, Solche monoklo- 
nalen Antikorper sind jedoch nur mit sehr groBem Aufwand, und zwar unter EinschluB von in-vivo.Verfahrenstufen, her- 
stellbar urid folglich vergleichs weise teuer. 

35 Demgegeniiber liegt der Erfindung das technische Problem zugrunde, amyloidspezifische Substanzen zu finden, wel- 
che gleichzeitig hochaffin und einfach herstellbar sind. 

Zur Losung dieses technischen Problems lehrt die Erfindung ein gegen Nukleirisaure-spaltende Enzyme stabilisiertes 
Aptamer, welches amyloidspezifisch ist, oder Allele und/oder Derivate eines solchen Aptamers. Als Aptamere sind Nu- 
kleinsauren bezeichnet, welche an ein Protein als Zielmolekul binden. Dabei kann ein Aptamer eine DNA- oder eine 

40 RNA-Struktur aufweisen. Aptamere werden gegen Nukleinsaure-spaltende Enzyme stabilisiert durch Modification. Die 
S tabilisierung beruhrt die Affinitat der modifizierten Aptamere praktisch nicht, verhindert jedoch die schnelle Zersetzung 
der Aptamere in einem Organismus durch RNasen oder DNasen. Ein Aptamer wird im Rahmen der Erfindung als stabi- 
lisiert bezeichnet, wenn die Halbwertszeit in biologischen Seren groBer als eine Minute, vorzugsweise groBer als eine 
Stunde, hochst vorzugsweise groBer- als ein Tag ist. Demgegeniiber werden beispielsweise unmodifizierte RNA-Apta- 

45 mere in Sekundenschnelle abgebaut. Allele sind Zustandformen von Nukleinsauren, welche durch Mutationen ineinan- 
der iiberfuhrt werden konnen. Hierfur kommen in Frage: Translolcation von affinen Teilsequenzen, Punktmutation inner- 
halb oder auBerhalb einer affinen Teilsequenz, Deletion innerhalb oder auBerhalb einer affinen Teilsequenz. Derivate be- 
zeichnet chemische Abkommlinge, die durch Abtrennung, Einfuhmng oder Austausch von Atomen oder Atorngruppen 
eines oder mehrerer Nukleoude aus einer Nukleinsaure erhalten werden. Wesentlich ist, daB auch die Derivate und/oder 

50 Allele gegen Nukleinsaure-spaltende Enzyme stabilisiert und amyloidspezifisch sind. Die Eigenschaft des AUels oder 
Derivats lcann jeweils fiir sich oder gleichzeitig vorliegen. 

Ein erfindungsgemaBes Aptamer ist herstellbar durch folgende Verfahrensschritte: a) es wird ein randomisierter DNA- 
Pool geschafTen, b) aus dem randomisierten DNA-Pool wird ggf. ein RNA-Pool erzeugt und in einen Selektionskreislauf 
mit folgenden Schritten aufgegeben: c) an das Amyloid oder eine Teilsequenz des Amyloids bindende RNA des RNA- 

55 Pools bzw. DNA des DNA-Pools wird selektiert, d) selektierte RNA bzw. DNA wird amplifiziert, e) die RNA bzw. DNA 
aus Stufe d) wird dem RNA-Pool bzw. DNA-Pool in der Stufe c) zugegeben, wobei die Stufen c) bis e) sooft wiederholt 
werden, bis der Anteil in Stufe c) selektierter RNA bzw. DNA urn weniger als 50%, vorzugsweise weniger als 10% an- 
steigt. Bei diesem Verfahren handelt es sich um ein aus anderen Zusammenhangen bekanntes in vitro Verfahren zur Se- 
lektion von Aptameren. Zu den Verfahrensstufen ist im Einzelnen folgendes auszufuhren. Fiir die Stufe a) kann eine Nu- 

60 kleinsaure-Bibliothek mit. groBer Komplexitat erhalten werden mit chemisch-synthetisierten DNAs. Dazu wird mit Hilfe 
der automatischen Fes tplattensyn these eine randomisierte Sequenz synthetisiert, die von 2 konstanten Primerregionen 
mit beispielsweise 20 ±5 Nukleotiden flankiert wird. Die Selektionen werden beispielsweise mit randomisierten Berei- 
chen zwischen 30 und 80 Nukleotiden durchgefuhrt. Die beiden flankierenden konstanten Regionen dienen dazu, einzel- 
strangige DNA mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) zu Doppelstrang-DNA zu komplettieren und zu ver- 

65 vielf^ltigen. Durch Einsatz von Primern, die uber den Hybridisierungsbereich hinausragen, ist es moglich, die DNAs 
weiter zu verlangern. Dadurch kann der Erkennungsbereich fur die T7-RNA-Polymerase, der T7-Promotor, eingefuhrt 
werden, der fiir die ggf. anschlieBende Transkription von DNA in RNA benotigt wird (Stufe b). Die Selektion (Stufe c) 
kann mit Hilfe der Affinitatschromatographie durchgefuhrt werden. Hierbei wird das Zielmolekul am Saulenmaterial im- 
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mobilisiert, wodurch nichtbindende Aptamere abgetrennt werden. Es kann sich hierbei empfehlen, eine \brsaule mil 
Saulenmatenal, jedoch immobilisiertes ZielmolekUl herzusteilen und vorzuschalten. Hierdurch wird eine Anreicherune 
von Saulenmatenal-affinen Aptameren verhindert. Es versteht sich, daB die Aptamere vor Aufgabe in den Selekdons- 
kreislauf gegebenenfalls renaturiert werden, damit sie in einer reproduzierbaren Konformation vorliegen Zur Ablosung 
von selektierten Aptameren von der Affinitatschromatographiesaule empfiehlt es sich im Einzelnen die Affinitatselution < 
zu verwenden .Dabei wird nut in Bindungspuffern gelostem ZielmolekUl eluiert. Eine andere Verfahrensweise ist die re- 
versible Lnmobibaerung des ZielmolekUls. So kann das ZielmolekUl z. B. Uber eine freie Sulfidgruppe unter Ausbildung 
a " daS Saulenmaterial gekoppelt werden. Nachdem die Aptamere gebunden haben, werden die Dis- 
u bdbrucken reduktiv gespalten, so daB das ZielmolekUl zusammen mit dem Aptamer eluiert wird. SchlieBlich ist eine 
Eluuon nut einem denaturierenden Puffer moglich. Durch Denaturierung andem die Aptamere ihre Konfirmation und to 
werden vom Zielmolekul gelbst. Dies ist auch reladv unproblematisch, da Aptamere, anders als Proteine, leicht renatu- 
nerbar sind. Die Ampbfikation (Stufe d) kann wie folgt durchgefiihrt werden. Das selektierte Aptamer wird gegebenfalls 
£^ m S ft I S 0nC " u ™ A um ,S es ' hrieben - Tn j«Jem Fall erfolgtdie Ampliation mittels der gut bekannten 
PCR-Methode, welche hier nicht im Detail naher erlautert werden soli. Nach der Amplifizierung erfolgt wiedenim gege- 
benenfalls eine T7-TVansknption zum Erhalteines RNA-Aptamers, welches dann demRNA-Pool wieder zugefiihrt wird 15 
Dieser Vorgang wiederholt sich in Zyklen, wobei die affinen Aptamere exponentiell angereichert werden Die Komole- 
xitat ernes Startpools wird nach 5 Zyklen typischerweise urn den Faktor lO^-lO 15 reduziert. So lassen sich Bibliotheken 
von 10 und mehr unterschiedhchen Aptameren mit geringem Arbeitsaufwand und groBer Effizienz durchsuchen Bei 
einer Komplexitat des Startpools von 10 15 werden in der Regel 6-15 Selekdonsrunden benotigt, urn die gewunschten 
Aptamere anzureichern. FUr die Identifiziemng der Aptamere: werden in der Stufe d) DNAs des letzten Zyklus in Plas- 

,TJ!r£ r IT r^l* ^ D h eimi " el ^ n ^nzen w «den miteinander verglichen, urn Gemeinsamkeiten 
in der Pnmar- und Sekundarstruktur und damn die Bmdungsmodve zu idendfizieren. Auch ist es moglich, an den vorbe- 
schnebenen ProzeB eine in vitro Evolution anzuschlieBen. Im Rahmen des vorstehenden Verfahrens sind die-RNA-Ao- 
tamere wichugerer ebenso konnen auf entsprechende Weise selbstverstandlich auch DNA-Aptamere hergesteUt werden 
Es entfallen dann die T7-Transkriptionen sowie die reverse Transkription. weraen. 

Bei der Slabilisierung der Aptamere gegen Nukleinsaure-spaltende Enzyme kann grundsalzlich zwischen 2 Ansaizen 
untcr^h.cocn werden namLch die nachtraglichc Modifikation der Aptamere und die Sclcktion mit bcrcits modifizicner 
bzW - ? NA , ? er Vorteil der nachtraghchen Modifikadon ist die Durchfuhrung der Selektion unter normalen BeZ 
gungen. Dabei soUten allerdings in der Regel nicht alle Nukleotide, sondern nur ausgewahlte SteUen der RNA bzw DNA 
modifiziert werden damit es zu keinen unerwiinschten Veranderungen der Bindungseigenschaften kommt Umgehen 
laBt sich dieses Problem, indem man die Modifikadonen schon im Ausgangspool einfUhrt. Es versteht sich daB die mo- 
difizierten Bausteine von den wahrend der Selekdon verwendeten Enzyme (DNA-, RNA-Polymerasen) toleriert werden 
mUssen Im Emzelnen ist es bevorzugt, wenn die 2'Hydroxylgruppe der Zuckeigruppe eines oder mehrerer Pyrimidin- 
Nukleot.de dure ,eme Flourid-, Amino- oder Methoxygruppe subsdtuiert ist und/^er wenn in terminalen PhoShTrup- 
pen em Sauerstoffatom durch e n Schwefelatom subsdtuiert ist und/oder wenn das Aptamer ein Spiegelmer ist. In dem 
etzt genannten Fall erfolgt die Selektion der Aptamere gegen ein Enantiomeres ZielmolekUls. Die insofem spiegelbil™ 
liche Nukleinsaure wird dann Spiegelmer genannt und bindet ah das eigendiche ZielmolekUl, kann aber als in der Natur 
nicht auflretendes MolekUl, von den Enzymen nicht erkannt und daher nicht abgebaut werden. Diese Methode laBt sich 
allerdings nur auf ZielmolekUIe anwenden, die nicht chiral sind und bei denen das Enantiomer erhaltlich ist 

bin erfindungsgemaBes Aptamer zeichnet sich gegenUber Peptiden durch eine sehr hohe Affinitat aus. Typischerweise 
werden apparente Dissoziadonskonstanten imBereich unter 1 pMol, insbesondere imBereich 1 nmMol-100 nmMol er- 
halten wahrend kurze Peptide « 30 Aminosauren) typischerweise Werte im uMol-Bereich zeigen. VorteiUiaft 3nub^r 
Z^Ta r ^ iSt ' daB , < ! ie ^"WmiiBen Aptamere lediglich in vitro^'elektionsmethoden erfordem, 
wahrend die Gewmnung von monoklonalen AnUk6rpem den Einsatz von \fersuchsderen oder Zellinien mit der Gefahr 
von unerwunschten Variationen erfordert. Im Gegensatz zu monoklonalen Antikdrpern konnen Aptamere zudem che- 
misch synthetisiert werden, wodurch eine hohe Reproduzierbarkeit gewahrleistet ist. Auch ist der Einbau von Renorter- 
frhSh" ^T" t finierte " ^Wonen |m Rahmen der chemischen Synthese einfacher. Zudem lassen sich ApEmere 
erhcMlcb einfacher als monoklonaler Antikorpern reversible zu denaturieren. SchlieBlich ist aufgmnd der in vitro Ar- 
beitsweise die Entwicklung von Aptameren gegen Toxine oder wenig immonogene Substanzen moglich 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist das Aptamer gegen das Alzheimer B-Amyloid 4 (1^12) oder 
Teilsequenzen hiervon insbesondere (1-40) spezifisch. Vorzugsweise handelt es sich urn ein RNA-Aptamer ImFalle ei- 
nes gegen Alzheimer p-Amloid 4 spezifischen erfindungsgemaBen Aptamers ist es bevorzugt, daB das Aptamer eine 
ei^ft f H f a K^ e Jf C - D !f L ?° pstruktur ka " n i^besondere aus 4 Basen, vorzugsweise 4 Uridinen oder 3 Uridinen und 
einem Cy idin bestehen oder die genannten Basen aufweisen. Im Rahmen der Loopstmktur ist es bevorzugt wenn die se- 
lektierte Sequenz eine Teilsequenz GUUU oder GUCU aufweist. Die LoopstruktuVkann dann dadurch gebilS7cM 55 

ell tTu r n !f Pa f 1111 EmZ *^ " kann dn erfindun 8^aBes Aptamer eine Sequenz aufweisen aus der 
Gruppe bestehend aus den Sequenzen gemaB Patentanspruch 6. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines erfindungsgemaBen Aptamers oder einer Mischung solcher Anta- 

^7nDianSS « 
ES 7 w . * Parb[lson und Chorea Huntington. Im Falle des Diagnosemittels empfiehlt es sich in an sich 

bekannter We.se markierte Atome und/oder ReportermolekUle in das Aptamer einzubauen. Es versteht sich daB <£e 
aSL y & , M °l ekti ! e h ™ ich ® ch A" und posit i°n so ausgewahlt und angeordnet werden, daB die Affinitat des 
Aptamers zum Zielmolekuls nicht oder nur geringfiigig beeinfluBt wird. Der Einsatz als Mittel zur Behandlung kann bS- 
spielsweise eine Modifikadon der Aptamere derart umfassen, daB P-Amyloide komplexiert werden und so die Plaquebi 1- 65 
dung verhindert wird oder bereits gebildete Plaques abgebaut weraen. Dann bewirken die Aptamere selbst eine Komnle- 
x.erung oder sind so modifiziert, daB eine Komplexierung bewirkt wird, oder dienen als Vermitdersubstanzen fur kom- 
piexierende Wirkstoffe. 
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Im folgenden wird die Erfindung anhand von lediglich Ausfuhrungsbeispielen darsteUenden Experimenten naher er- 
lautert. 

1 Methoden 

5 

1.1 Chemische Nukleinsauresynthese 
1.1.1 Syn these des randomisierten DNA-Pools 

io Der RNA-Pool fUr die Selection wurde durch Transkription eines synthetisierten DNA-Pools erhalten. Der DNA-Pool 
wurde chemisch an der Festphase mit IliLfe eines Applied Biosystems Syntheseautomaten (PGR-Mate EP 391 und 394) 
hergestellt. Die Synthese beruht auf dem Phosphoramidit-Verfahren (Beaucage & Caruthers, 1981) und wurde unter Ver- 
wendung der kommerziell erhaltlichen Phosphoramidite mir. dC-gekoppelten Saulenmaterial (GPG) der PorengroRe 
100 mm im 0,2 umol-MaBstab durchgefuhrt. Die Phosphoramidite wurden in wasserfreiem Acetonitril gelost (0,15 M). 

15 Die Kopplungszeit der Amidite wurde beim Standardsyntheseprotokoll von 15 s auf 35 s verlangert und die Abspaltung 
der Trityl-Schutzgruppe zu Anfang jedes Zyklus um 20% verkurzt. 

Der DNA-Template-Strang besteht aus einem HOmer, welches sich aus zwei flankierenden Primerregionen aus je 20 
Basen und bekannter Sequenz sowie einer randomisierten Region von 70 Basen in der Mitte zusammensetzt. Fur die 
Synthese der randomisierten Region wurde ein Amiditgemisch verwendet, bei dem die unterschiedliche Reaktovotat der 

20 Amidite bereits beriicksichtigt wurde. Das Verhaltnis der 4 Amidite DA : dG : dT betrug 3 : 2, 5 : 2, 5 : 2. 

Die Abspaltung der Schutzgruppen nach beendeter Synthese sowie die Abspaltung vom Saulematerial erfolgte in 
1 ,5 ml konz. Amrnoniak (33%) fiir 24 h bei 55°C. AnschlieBend wurde der Ammoniak in einer Vakuurnzentrifuge abge- 
zogen und die DNA auf einem denaturierenden 8%-Polyacrylamidgel aufgereinigt, durch UV-Shadowing identifiziert, 
aus dem Gel eluiert und durch Ethanolfallung entsalzt (siehe 1.2) 

25 Sequenz: 5'-d[CGA AGC TTG CAT GCC TGC AG-(N)70-OGT ACC GAG CTC GAA TTC CC]-3\ 

Bcstimmung der Komplcxitat 

Die Komplexitat wurde ermittelt, indem die Stoffmenge an DNA durch UV-Absortion bestimmt wurde (siehe 1.2.6). 
30 Da die Wahrscheinlichkeit, daB zwei gleiche DNA-Sequenzen synthetisiert wurden, extrem gering ist (4 70 = 1,4 • 10 42 

verschiedene mogliche Sequenzen), wirddavon ausgegangen, daB jede Sequenz unterschiedlich ist. Daraus folgt, daB die 

Stoffmenge an DNA gleich der Poolkomplexitat ist. 

Da nicht jede Sequenz von der Polymerase wahrend der PGR vervielfaltigt wird, weil eine fiir das Enzym ungiinstige 

Sequenz vorliegt bzw. nicht alle Schutzgruppen abgetrennt wurden, wurde ein PCR-Zyklus mit radioaktiv markierten 
35 dATP durchgefuhrt. Nach Abtrennung des uberschussigen dATPs durch Ethanolfallung bzw. NAP-Saule kann durch Ge- 

renkovzahlung bestimmt werden, wieviel radioaktiv markierte DNA-Strange synthetisiert wurden (siehe 1.2.7). Da die 

DNA-Ausgangskonzentration bekannt war, und nur maximal eine Kopie pro Molekiil entstehen konnte, erhalt man aus 

dem Verhaltnis Ausgangkonzentration DNA zu radioaktiv markierter DNA den amplifizierbaren Anteil des hergestellten 

Pools. 60% des Synthesepools konnten hierbei von der Polymerase kopiert werden. 

40 

1.1.2 Synthese der Primer 

Die beiden Primer fur die Vervielfaltigung des DNA-Pools durch PGR wurden analog zur Synthese der DNA-Biblio- 
thek durchgefuhrt. Die Synthese wurde im 1 umol-MaBstab nach dem Standardprotokoli durchgefiihrt. Die Aufreinigung 
45 wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt. Es wurde Saulenmaterial mit einer PorengroBe von 50 nm verwendet. 
Primer A: 5'-d[TAA TAG GAG TCA GIA TAG GGA ATT GGA GGT GGG TAG C]-3' 
Primer B: 5'-d[GCA AGG TTG GAT GGG TGG AG]-3' 

1.2 Aufreinigung von Nukleinsauren 

50 

1.2.1 Gelelektrophorese 

Die gangigste Methode zur Aufreinigung von Nukleinsauren ist die Gelelektrophorese. Sie beruht auf der Wanderung 
der geladenen Molekule in einem elektrischen Feld. Man arbeitet hier bei einem pH-Wert von ca. 8,5 an dem die Nukle- 

55 insauren als Polyanion vorliegen und zur positiv geladenen Anode wandern. Dabei macht man sich die von der Lange ab- 
hangige Mobilitat der Nukleinsaure in einer Gelmatrix zunutze. Als Gelmatrix werden am haufigsten Agarose und Poly- 
acrylamid verwendet. Wahrend man mit Agarosegelen die Nukleinsauren unter nativen Bedingungen auftrennt, kann mit 
Polyacrylamidgelen sowohl unter nativen als auch durch Zusatz von Ilamstoff unter denaturierenden Bedingungen auf- 
getrennt werden. Agarosegele werden in der Regel bei MolekiilgroBen von 100-20000 Basenpaaren verwendet, Poly- 

60 acrylamidgele bei MolekiilgroBen bis 500 Basen. 

Polyacryiamidgelelektrophosen (PAGE) 

Bei der Polyacryiamidgelektrophorese (PAGE) wird die Gelmatrix durch radikalische Polymerisation von Acrylamid 
65 mit N,N-Methylenbis( acrylamid) als Quervemetzer hergestellt. Als Polymerisationsstarter dient Ammonlumperoxodi- 
sulfat (APS) urid ^HN'^-Tetramethylethyiendiamin (TEMED) als Radikalstabilisator. Die Porengrofte des Gels kann 
durch die Konzentration der Monomere sowie der Konzentration des Vernetzers eingestellt werden. 
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DenaturierendePolyacrylamidgelektrophorese 

Bei der Trennung von einzelstrangigen Nukleinsauren arbeitet man unter denaturierenden Bedingungen urn die Aus- 
bildung von Sekundar-Tertiarstrukturen, die zu unterschiedlichen Laufverhalten im Gel fiihren konnen, zu unterbinden 
Dazu gibt man 7 M Harnstoff zu dem Polymerisationsansatz. 

Die Trennung erfolgt auf einem 21.5 x 19 cm Gel miteiner Dicke von 1 mm bei 70 mA in 1 x TBE-Puffer. Ansatze: 
Acrylamidkonz . : 61 8* 10% 12% 

Acrylamid/ 

Bisacrylamid(40%/2%) : 7,5ml 10ml 12,5ml 15ml 
5 x TBE: 10ml 10ml 10ml 10ml 

Harnstoff: 21g 21g 21g 21g 

o^ 0 ™"^ 12 Wkd 3uf 50 ^ Wasser mf & m t und die Polymerisation durch Zusatz von 300 ul APS (10%) und 
30 ul TEMED gestartet. Nach 45 min Polymerisation wird das Gel fur mind. 15 min bei 600 V vorlaufen eelassen damit 
sich eme konstante Temperatur einstellen kann. 

Die Proben werden mit dem gleichen Volumen Formamid versetzt. Der Verlauf der Elektrophorese kann durch die Be- 20 
nutzung einer Ldsung der beiden Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol in Formamid beobachtet werden. 

Native Polyacrylamidgelektrophorese 

Die Trennung doppelstrangiger DNA wird unter nativen Bedingungen durchgefuhrt. Dabei geht man wie oben be- 25 
schneben vor, jedoch enlfalll der Zusalz von Hamsloff. Die Proben werden mil dem gleichen Volumen an nativem Pro- 
bcnpuffcr versetzt. Im Gcgcnsatz zur denaturierenden PAGE darf das Gel bei der nativen PAGE nicht zu warm werden 
(Denatunerung der DNA). Deshalb wird bei einer Spannung von 300-400 V aufgetrennt 

Sequenzgele , 30 

FUr die Auftrennung der Produkte der radioaktiven Sequenzierung wurden 6%ige denaturierende Gele verwendet 
Diese Gele mit den MaBen 42 X 33 cm sind lediglich 0,4 mm dick. Damit nach beendeter Elektrophorese das Gel auf ei- 
Socwendfg 3 " 6 Hatt6 abDehmen kann ' ist eine SPZ™^ Behandlung der beiden Glasplatten 

Dazu wird auf der groBen, baftenden Glasplatte eine Losung aus 200 ul Silan A-174 (Methacryloxypropyltrimethox- 
ysilan Pharmacia) und 1 ml Eisessig in 20 ml Ethanol mit einem fusselfreiem Papiertuch gleichmaBig verteilt Diese 
Prozedur wiederholt man 20 min spater. Nach 60 min wird die Platte grundlich mit Ethanol abgerieben und fur minde- 
stens 60 min getrocknet. Die kleine nicht haftende Glasplatte wird mit einer 2%igen Losung aus Dichlordimetvlsilan in 
1,1,1-Tnchloretfaan (Repel-Silan, Pharmacia) solange eingerieben, bis die Losung in Form kleinster Tropfchen auf der 
Glaspatte abperlt. Diese Prozedur wurde nach 30 min wiederholt, und nach weiteren 60 min wurde die Platte grundlich 
mit Wasser abgerieben und fiir mindestens 60 min trocknen gelassen. 

GeUosung: 42 g Harnstoff, 12,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid (40%/2%), 20 ml 5 x TBE, ad 100 ml mit H 2 0 auffuUen 

Vor Zugabe von APS und TEMED wird der Polymerisationsansatz noch einmal Ober einen Faltenfilter filtriert Man 
lam das Gel mindestens 45 min polymerisieren und anschlieBend fur 30 min bei 55 W vorlaufen. Unter Verwendune ei- 
werd S en enannten Haifischkamms " k6nnen 48 35 S-markierte Proben (= 12 Sequenzierungen) auf das Gel aufgetragen 

Nach beendeter Elektrophorese wird die kleine Glasplatte vorsichtig abgehoben. Das Gel auf der groBen Glasplatte 
wird zum Eluieren des Hamstoffs fur 6 min mit dest. Wasser gespiilt und anschlieBend im Trockenschrank bei 60°G fur 
30 min getrocknet. AnschtieBend kann fur die Autoradiographic ein Rontgenfilm aufgelegt werden. Man exponiert den 
Film fur mindestens 12 h auf dem Gel. *^ 

Bei der Verwendung eines ABI-Sequencer entfaUt die Vorbehandlung der Glasplatten. ffier werden die Glasplatten 
vor der Benutzung in den Sequencer eingesetzt und iiberpruft. daB keine Grundabsorption aufgrund von Verunreinieun- 
gen vorhanden .st Mar, laBt 1 h bei 55 W vorlaufen. Da die Proben mit Ruoreszenzfarbstoffen markiert sind, eSf die 
Nachbehandlung des Gels. Nach abgeschlossener Elektrophorese werden am Computer die Banden den Proben zueeord- 
nete und die Analysesoftware gestartet. s wiu 

Gele fur die Spaltungsanalyse 

Fur die SekundSrstrukturanalyse der Aptamere durch enzymatische RNA-Spaltung wurden 25%ige denaturierende 
Polyacrylamidgele verwendet (42 x 33 cm, 0,4 mm Dicke) Hier wurden die beiden Monomere Acrylamid und Bisacry- 
lamid ,m Verhaltn.s 50 : 2 eingesetzt. Eine Vorbehandlung der Glasplatten ist aufgrund der hoheren Stabilitat des Gels 
nicht notwendig. Man laBt fur 60 min bei 1500 V vorlaufen und trennt die Proben anschlieBend bei 55 W auf. Nach be- 
endeter Elektrophorese wird eine Glasplatte abgehoben und das Gel auf einen alien Rontgenfilm transferiert und in 
Fnschhaltefohe eingewickelt. AnschlieBend kann ftlrdie Autoradiographic ein Rontgenfilni aufgelegt werden 

GeUosung: 42 g Harnstoff, 50 ml Acrylamid/Bisacrylamid (50%/2%), 20 ml 5 x TBE. " 
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Agarosegelektrophorese 

Agarosegele werden zur Auftrennung groBer DNA-Molekiile unter nativen Bedingungen verwendet. In dieser Arbeit 
wurden sie zur Analyse der Produkte nach der PGR sowie der Analyse der Plasmid-DNA aus Minipraparationen verwen- 
5 det. Die PorengroBe kann durch Verandern der Agarosekonzentration variiert werden und ist abhangig von der verwen- 
deten Agarose (Kettenlange). 

2% (w/v) Agarose wird in einern Erlenmeyerkolben in 1 x TBE-Puffer in der Hitze gelost (Mikrowelle). Man laBt den 
Ansatz auf ca. 50°C abkiihlen und gibt dann fur die Detektion der DNA 5 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) auf 100 ml An- 
satz zu und gieBt das Gel. Nach dem Hrkalten des Gels konnen die Proben, die mit dem gleichen Vblumen nativen Pro- 
10 benpuffer versetzt wurden, aufgetragen und bei 100-110 V eiektrophoretisiert werden. Es wurden Rachgelkammern von 
BioRad (Mini und Wide Mini Sub DNA Cells) verwendet. 

Gelelution von Nukleinsauren 

15 Die durch UV-Shadowing bzw. Autoradiographic detektierte ausgeschnittene Gelbande wird in ein EppeldorfgefaB 
iiberfuhrt und mit 400 ul Wasser und 40 ul Natriumacetat (3 M, pH 5,5) versetzt. Man schuttelt bei 4°C fiir mindestens 
12 h oder bei 70°C fur 1 h und gibt das Eluat in ein neues EppeldorfgefaB. Durch Ethanolfailung oder Gelflltration kann 
die Lflsung von Harastoff und Salzen befreit werden. 

20 1.3.2 Nachweismethoden fur Nukleinsauren in Gelen 

Ethidiumbromidfarbung 

Die Verwendung von Ethidiumbromid ist die schnellste und gebrauchlichste Methode fur den analytischen Nachweis 
25 von Nukleinsauren, Ethidiumbromid ist ein heterozyklischer, kationischer Fluoreszenzfarbstoff, der in die Nukleinsau- 
ren inlerkalierl wird. Die Arbeiten mit dem Farbstoff sollten sorgfalug durchgefiihrt werden, da Ethidiumbromid stark 
mutagen ist. Polyacrylamidgclc werden fur 20 min in cincr Ethidiumbromidlosung (0,5 ug/ml) in 1 x TBE angefarbt. Bei 
Agarosegelen wurde das Ethidiumbromid bereits zu der Gellosung zugesetzt. Auf einem Transilluminator kann man bei 
306 nm Durchlicht die Nukleinsauren als leuchtende Banden erkennen. 

30 

UV-Shadowing 

Bei der praparativen Aufreinigung von Nukleinsauren mochte man Wechselwirkungen mit Farbstoffen umgehen. Fur 
den Nachweis macht man sich die Absorption der Nukleinsauren bei 260 nm zunutze. Dazu wird das Gel auf eine in 
35 Frischhaltefolie eingewickelte Dunnschichtchromatographieplatte gelegt, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff (60 F254) 
behandelt wurde. Durch aufgestrahltes UV-Licht (254 nm) kann man die Nukleinsauren als dunklen Schatten erkennen 
und Ausschneiden. Um eine Schadigung der Nukleinsauren durch das UV-Licht zu vermeiden, sollte dieser Schritt mog- 
lichst schnell durchgefuhrt werden. Der Nachteil dieser Methode ist ihre geringe Empfindlichkeit. (0,5-1 A 2 6o), weshalb 
sie vor allem bei praparativen Aufreinigungen benutzt wird. 

40 

Autoradiographic 

Radioaktiv markierte Nukleinsauren ( 32 P oder 35 S) konnen in Gelen, je nach ihrer spezifischen Aktivitat, in geringsten 
Mengen durch Schwarzung eines aufgelegten Rontgenfiims nachgewiesen werden (<fmol). 
45 Gele mit 32 P-markierten Oligonukleotiden werden nach Abnehmen einer Glasplatte in Frischhaltefolie eingewickelt. 
Mochte man die Nukleinsaren aus dem Gel ausschneiden und eluieren, wird das Gel mit drei phosphoreszierenden Punk- 
ten markierL In einer Rontgenfilmkassette mit Verstarkerfolie (Kodak) legt man einen Rontgenfilm (Fuji) auf das Gel. Je 
nach Menge und spezifischer Aktivitat der Nukleinsaure exponiert man den Film fur 5 min bis 24 h. Bei langeren Expo- 
sitionszeiten fhert man die Kassette bei -80°C ein, um eine Diffusion der Oligonukleotide zu verhindem 
50 Sequenzgele mit 35 S-rnarkierten Nukleinsauren werden nach der Elektrophorese auf der groBen Glasplatte getrocknet. 
AnschlieBend wird ein Rontgenfilm auf dem trockenen Gel bei Raumtemperatur fiir 1 bis 2 Tbge exponiert. 

Die exponierten Filme werden entwickeit (1-2 min. R6ntgenentwickler.G150, Agfa-Gefaert N.V.), Fixiert (3 min, 
Rontgenfixierer G350, Agfa-Gefaert N. V), gewassert (5 min) und getrocknet. 

Mochte man die Nukleinsauren eluieren, so schneide man die schwarzen Banden auf dem Rontgenfilm aus, legt den 
55 Film so auf das Gel, daG die 3 Marker mit den schwarzen Punkten auf dem Film ubereinstirnmen, schneidet die Banden 
aus und eluiert wie oben beschrieben. 

1.2.3 Gelflltration 

60 Mit Hilfe der Gel filtration konnen Nukleinsaurelosungen von Salzen und anderen niederrnolekularen Verbindungen 
abgetrennt werden. Man macht sich dabei das unterschiedliche Permeationsverhalten der Molekiile in die Poren des Gel- 
betts zunutze (Gelpermeationschromatographie). Die groBen Molekiile konnen im Gegensatz zu den kleinen nicht in die 
Poren des Saulenmaterials eindringen und werden deshalb sofort eluiert. Verwendet wurden vorgefertigte Saulen der 
Firma Pharmacia mit Sephadex G-25 (NAP-5, NAP-10, NAP-25) oder G-50 (NICK). Die Durchftihrung erfolgte nach 

65 Angaben des Herstellers. 
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1 .2.4 Ethanolfarbung 

Nukleinsauren konnen aus waBriger Ldsung durch Ethanol in Anwesenheit von Natriumacetat bei pH 5,5 prazipitiert 
werden, wahrend Sake und andere Verunreinigungen in Losung bleiben. Dazu wird die Nukleinsaurelosung mit 1/10 des 
Volumens einer 3 M Natriumacetatl&suog (pH 5,5) und dem 2,5fachen Volumen an Ethanol verserzt und fur 10 miri auf 
-20°C gesteUt. AnschlieBend zenlrifugiert man 30 min bei 10000-14000 Upm/4°C, verwirft die uberstehende Ethanol- 
losung, wascht das Pellet mit 400 ul 70% Ethanol und zentrifugiert weitere 5 min. Man nimmt den Uberstand abnand 
trocknet das Pellet bei Raumtemperatur. Bei sehr kleinen Nukleinsauremengen kann die Prazipitarion durch die Zugabe 
von Glycogen verbessert werden. Die nach den Selektionsrunden eluierte RNA wurde grundsatzlich riir 1 h bei -^0°C in 
Anwesenheit von 40 ug Glycogen gefallt. 

1.2.5 Phenol- und Chloroformextraktion 

Zur Entfemung von Proteinen aus waBrigen Losungen z. B. nach Enzymreaktionen, zur Trennung des Peptid-RNA- 
Komplexes nach der Selektion oder bei der Isolierung von Plasmiden aus Zellen, versetzt man die Losung mit dem glei- 
chen Volumen Tns-gesattigten Phenols (pH 8,0) und vortext kraftig. Man trennt die beiden Phasen durch Zentrifugation 
bei 3000 Upm und nimmt die waBrige obere Phase vorsichtig ab. Die phenolische Phase kann noch einmal mit dem hal- 
ben Volumen Wasser versetzt werden, geschuttelt und zentrifugiert werden. Die vereinigten waBrigen Phasen werden 
zweimal mit dem doppelten Volumen Chloroform extrahiert, urn restliches Phenol aus der waBrigen Losung zu entfer- 
nen. Schon gennge Spuren Phenol konnen nachfolgende Enzymreaktionen betrachtlich einschranken oder socar kom- 
plett inhibieren. 6 

1.2.6 Messung der Radioaktivitat 

Die radioaktive Markierung von Nukleinsauren ist eine praktische Methode, urn selbst kleinste Mengen noch detek- 25 
tieren zu konnen. Die QuanuTizierung erfolgt bei 32 P-Markierung durch Cerenkov-Zahlung. Dazu wird das Eppendorf- 
gcfW nut der Probe in cincm Szintilationsrohrchcn im Szintillationszahlcr (LS 6000 SC, Bcckman) mit Programm 1 ( 32 P 
Cerenkov-Zahlung) eine Minute vermessen. Man erhalt die Ergebnisse in cpm (counts per minute). 

1 .2.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurelosungen 30 

Aufgrund des Absorptionsmaximums der Basen der Nukleinsauren im UV-Bereich bei 260 nm kann mit einem Pho- 
tometer die Konzentration von DNA- und RNA-Losungen bestimmt werden; Naherungsweise gelten foleende Gleichun- 
gen: " ° 



to 



15 



20 



ssDNA: Anzahl der umole = Ges. OD 26 o/(10 Anzahl der Basen) 
dsDNA:lOD = 50ug 

pmol = ug • 1000000/(2 • Anzahl der Basen ■ 325) 
RNA: 1 OD = 40 ug 

pmol = ug • 1000000/(Anzahl der Basen • 337) 
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1.3 Molekularbiologische Metlioden 
1.3.1 Polymerasekettenreaktion (PGR) 

Dl ^° ly ^ eraSekettenreakti0n CPOlymerase Chain Reaction, PGR) ist eine Methode zur exponentiellen Amplifikation 
von DNA. Es werden neben der zu amplifizierenden DNA zwei 15-30 Basen iange Oligonukleotide (Primer) mit defi- 
nierter Sequenz benotigt, die zu den 3'-Enden des DNA-lfemplates bzw. dessen Gegenstrang komplementar sind Nach 
einern Denatunerungsschritt hybridisieren diese Primer in einem Primer-Annealing-Schritt mit dem zu amplihzierenden 
DNA-Template. Dabei wird die Annealing-Temperatur so hoch gewahlt, daJ3 keine unspezifische Hybridisierung auftritt 
Mit einer thermostabilen DNA-Polymerase erfolgt im Extensionsschritt die Verlangerung des Primers endang des Tern- 
plates in S'-S'-Richtung. Im Idealfall erhalt man so aus jedem DNA-Doppelstrang zwei neue DNA-Strange Durch mehr- 
maliges Wiederholen dieser drei Schritte (bis zu 30 Zyklen) erhalt man eine exponendelle Zunahme der DNA 

Als DNA-Template kann sowohl doppel- als auch einzelstrangige DNA eingesetzt werden. Durch VerwenoW von 
uberhangenden Pnmern kann eine Verlangerung der DNA erreicht werden. Dies wurde fur die Einfiihrung des T7-Pro- 
motors in die chemisch synthetisierte DNA ausgenutzt. Alle Reaktionen wurden mit der Phi Polymerase durchgefuhrt, 
die sich von der Taq Polymerase durch ihre Proof-Reading- Aktivitiit und ihre Exonukleaseaktivkat unterscheidet, die for 
eine niedngere Fehlerrate sorgt. Im AnschluB an die PGR wird eine Phenol-Chloroform-Extraktion und eine Ethanolfal- 
lung durchgefuhrt, urn die Pfu Polymerase (mit der Exonukleaseaktivitat) zu entfemen. 

Standardansatz Ternperaturbedingungen 60 

10 pi 10x Pfu-Puffer 94°C74 min Init.denat. 

4,8plMgCl 2 (100mM) 

0,5 ul BSA (2 ug/ul) 94°C/2 min Denaturierung 

4 ul Primer A (100 pM) 55°C/2 min Annealing 65 

4 ul Primer B (100 uM) 75°G/6 min Extension 

4 ul dNTP-Mix (10 juM je dNTP) 12-20 Zyklen 
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Standardansatz 

1 pg DNA-Template 

1 pi Pfu Polymerase (2,5 U/pl) 

ad 100 mit H 2 0 auffiillen 
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Temperalurbedingungen 
Praparative PGR 



Fiir die Amplifikation der synthetisierten DNA-Bibliothek wurde die Reaktion nicht in PGR-ReaktionsgefaBen, son- 
dern in 10 ml GlasgefaJten durchgefiihrt (6x5 ml), die in drei Wasserbadern entsprechender Temperatur geschwenkt 
wurden. Aufgrund des groBen Volumens wurden die Reaktionszeiten verlangert und die Temperaturen urn 2°C erhOht 
und die Zyklenzahl auf 10 beschrankt. Ferner wurde die Dauer der letzten Extensionphase verdoppelt. 



praparativer Ansatz 

300pll0xPfu-Pufrer 

1440plMgGl 2 (100mM) 

ISplBSA (20 pg/pl) 

1200 pi Primer A (120 nmol) 

1200 pi Primer B (120 nmol) 

480 pi dNTP-Mix (100 mM je dNTP) 

30 pi Pfu Polymerase 

ad 30 ml mit H 2 0 auffuUen. 



Temperalurbedingungen 
96°C/4 min Init.denat. 

96°C/5 min Denaturierung 
56°C/5 min Annealing 
77°C/12 min Extension 
lOZyklen 

75°C/12 min Zusatzext. 
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Im AnschluB an die PGR wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Zur Bestimmung der DNA-Kon- 
zentration wurde eine Probe (30 pi) iiber ein 8% denaturierendes Polyacrylamidgel aufgereinigt, eluiert und entsalzt. 
Dureh Vergleich der Absorption bei 260 nm vor und nach der Aufreinigung kann die Konzenlration des Pools berechnet 
wcrdcn. 

PGR nach reyerser Transkription 

Der Ansatz der reversen Transkription wurde auf vier 100 pi Ansatze verteilt. Die Zeiten der drei Schritte wurden et- 
was verlangert, urn auch die Vervielfaltigung schlecht amplifizierbarer DNA-Sequenzen zu gewahrleisten. Die Anziahl 
der Zyklen wurde an die Menge an eluierte RNA nach der Selektion angepaBt. Nach der Phenoi-Ghloroform-Extraktion 
und der Ethanolfallung wurde die DNA in 200 pi Wasser gelost. 



Reaktionsansatz 

20 pi aus rev. Transkription 

40 pi 10 x Pfu-Puffer 

19,2plMgCl 2 (100mM) 

16 pi Primer A (100 pM) 

16 pi Primer B (100 pM) 

2plBSA (2pg/pl) 

.16 pi dNTP-Mix (10 nM je dNTP) 

4 pi Pfu Polymerase 

ad 400 pi mit H 2 0 auffullen 



Temperaturbedingungen 
94°C/4 min Init.denat. 

94°C/2 min Denaturierung 
55°CY2 min Annealing 
75°C /10 min Extension 
6-16 Zyklen 



50 
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PGR zur Amplifikation klonierter Sequenzen 

Nach der Klonierung und Isolierung der Plasmide wurde die Insert-Sequenz durch PGR aus dem vollstandigen Vektor 
heraus amplifiziert. Die Aufreinigung erfolgt wie oben beschrieben. 



Standardansatz 

40 pi lOxPfl-Puffer 

19,2plMgGl 2 (100mM) 

2plBSA(2pg/pl) 

16 pi Primer A (50 pM) 

16 pi Primer B (50 pM) 

1 6 pi dNTP-Mix (10 mM je dNTP) 

2 pi Vektor (1/10 Volumcn der Miniprap) 

4 pi Pfu Polymerase (2,5 U/pl) 

ad 400 pi mit H 2 0 auffuUen 



Temperaturbedingungen 
94°G/4minID 

94°G/2 min Denaturierung 
94°C/2 min Annealing 
75°G/6 min Extension 
25 Zyklen 



65 1.3.2 T7-Transkription 

Mit Hilfe der in vitro-Transkription kann eine zu einer DNA-Sequenz komplementare RNA hergestellt werden. Dazu 
muB die DNA-Matrize einen 3'-terminalen Erkennungsbereich aus 17 Basen, den T7-Promotor ? enthalten. Unmittelbar 
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hinter diesem Promoter wird die Transkription durch die T7-RNA-Polymerase aus dem Bakteriophagen T7 gestartet. 
Man kann die Effizienz der Polymerase erhbhen, indem man das Transkript mit zwei Guanosinnukleotiden beginnen 
laBt. 



Standardansatz: 5 

10 pi 10 x Transkriptionspuffer 

10plDTT(100mM) 

6plBSA(2pg/pi) 

16 pi N'IP-Mix (100 mM je NTP) 

50 pi DNA-Matrize (ca. Va eines PCR-Ansatzes) io 
2 pi T7-Polymerase (50 U/pl) 
ad 100 pi mit H 2 0 auffullen. 

Durch Zugabe von a- 32 P-CTP kann die RNA radioaktiv markiert werden. Nach 2-3 h Inkubation bei 37°C wird die 
RNA auf einem 6% denaturierenden Polyacrylamidgel aufgereinigt, eluiert und durch Ethanolfallung entsalzt. Nach der 15 
Ethanolfallung wurde nur noch mit silikonisierten EppendorfgefaBen gearbeitet, um einen Verlust der RNA durch Ad- 
sorption an der GefaBwand zu minimieren. 



Praparative Transkription 

20 

Zur Herstellung des RNA-Startpools fur die Selektion wurde eine praparative Transkription mit 3,8 ml Volumen an- 
gesetzt (19 x 200 pi). AuBerdem wurde die DNA-Konzentration erhoht auf 40 pmol/100 pi Ansatz. Es wurden 1,6 nmol 
DNA eingesetzt, entsprechend einer Pool-Komplexizitat von 1 x 10 15 . Die Reaktionszeit wurde auf 5 h erhoht. 

Praparative Transkriptions ansatz: 25 
320 pi DNA-Pool (1 ,6 nmol) 
380 pi 10 x Transkriptionspuffer 
380 pi DTT (100 mM) 
22,5 pi BSA 120 pg/pl) 

600 pi NTP-Mix (100 mM je NTP) 30 

10pla- 32 P-CTP 

75 pi T7-Polymerase 

ad 3,8 ml mit H 2 0 auffullen. 

Soli radioaktiv markierte RNA durch Zugabe von a- 32 P-CTP hergestellt werden, so nimmt man von dem Reaktions- 35 
ansatz ein kleines Aliquot (1/50 des Ansatz) als Vergleichswert ab, um die spezifische Radioaktivitat der RNA bestim- 
men zu konnen. Die Radioaktivitat in dieser Probe entspricht 1/50 der zugesetzten Menge an CTR Die Stoffmenge des 
zugesetzten radioaktiven CTPs ist aufgrund der hohen Aktivitat vernachlassigbar gering. Aus der Aktivitat der \fer- 
gleichsprobe cpmv eiB i e ich und der eigentlichen Probe cpmprobe kann man die Stoffmenge des eingebauten Cytidins nc in 
der Probe berechnen. Durch Division durch die Anzahl der Cytidinnukleotide in der RNA erhalt man die Stoffmenge der 40 
RNA hrna. Zur Berechnung der Anzahl der Cs geht man im randomisierten Bereich davon aus, daB jede vierte Base ein 
Gytidin ist. ZuzUglich der Gyticlinbasen in den beiden Primerregionen sind statistisch 31,5 Cs in der RNA enthalten. 



1.3.3 Reverse Transkription 



45 



FUr eine spatere Ampiifikation durch PGR wurde die RNA nach jeder Selektionsrunde mit der Reverse Transkriptase 
in cDNA umgeschrieben. Verwendet wurde eine Transkriptase mit einer RNase H-Deletion, d. h. die RNA wird bei der 
Transkription nicht verd?ut, und es ist moglich, mehrere DNA-Kopien von einem RNA-Strang herzustellen. Ahnlich wie 
bei der PGR wird auch hier ein zum 3'-Ende komplementares Oligonukleotid benotigt, um ein DNA-RNA-Hybrid zu bil- 
den, welches anschlieBend von der Reversen Transkriptase verlangert wird. 50 

Hybridisierung Reverse Transkripdon 

10 pi RNA (selekdert) 12 pi Annealingansatz 

2 pi Primer B ( 100 pM) 4 pi 5 x RT-Puffer 

Inkubation bei 70°C710 min 2 pi DTT (100 mM) 55 

1 pi dNTP-Mix (10 mM/dNTP) 

Inkubation bei 46°C/2 min 

1 plRev.Trans. (200 U/pl) 

60 

Man inkubiert eine Stunde bei 46-48°C und fahrt dann sofort mit der PGR fort (1.3.1). 

1.3.4 Sequenzierung - — - 

Die Sequenzierung erfolgt durch Anlagerung eines Sequenzierungsprimers an die einzelstrangige DNA, der dann von 65 
einer DNA-Polyrnerase endang des Plasmids verlangert wird. Durch Zugabe von Didesoxyribonukleotiden, an die keine 
weiteren dNTPs gekoppelt werden konnen, kommt es stadstisch zu einem Abbruch der Kettenverlangerung hinter jeder 
einzelnen Base. 



9 



DE 199 16 417 A 1 



Radioaktive Sequenzierung mit 35 S 

Bei derradioaktiven Sequenzierung mit 35 S wird zusatzlich zu den dNTPs auch noch 35 S-dATP (oder 35 S-dCTP) ein- 
gebaut, urn eine Detektion durch Autoradiographic zu ermoglichen. 

Die Sequenzierung wurde mit dem Sequenzierungs-Kir der Firma Pharmacia durchgefuhrt. Durch Verwendung des 
Universal- und des Reverse-Primers wird sowohl der Strang als auch der Gegenstrang sequenziert, wodurch man eine 
fehlerhafte Sequenzierung z. B. durch Ausbildung einer stabilen Sekundarstruktur besser erkennen kann. Damit die 
DNA einzelstrangig vorliegt, wird sie im ersten Schritt denaturiert. Nach der Hybridisierung des Primers wird die Probe 
rur die Sequenzierungsreakrion auf" vier EppendorfgefaBe entsprechend der vier Basen verteilt und das jeweilige Dide- 
soxynukleotid zugegeben. Man lSBt genau 5 min bei 37°C reagieren und bricht die Polymerisation durch Zugabe der 
StopLosung auf Eis ab. Die Ilalfte jeder Probe wird zur Auftrennung auf ein 6%-Sequenzierungsgel aufgetragen (siehe 
3.2.1). Von dem Gel wird ein Autoradiogramm erstellt, auf dem die jeweilige Sequenz abgelesen werden kann. 

1 .) Denaturierung 2.) Hybridisierung 

10 pi Plasmid-DNA 10 pi Plasmid, denat. 

2,5 pi NaOH (2 M. frisch) 2 pi Annealing-Puffer 

Inkubation fur 1 0 min/RT 2 pi Primer (5 pmol/pl) 

Inkub. 20 min/37°C und 10 min/ 

kT 



4.) Abbruchreaktion 

2,5 pijeA, C,GoderT-Mix 
4,8 pi Labelling-Ansatz 
37°C/5 min 
6 plStop-Losung 



Sequenzierung mit dem ABI-Sequehcer 

Die Detektion der DNA-Fragmente erfolgt beim ABI-Sequencer durch Fluoreszenzmessung. Dazu arbeitet man mit 
Didesoxynukleotiden, die mit vier unterschiedlichen Ruoreszenzfarbstoffen modifiziert wurden und daher bei verschie- 
denen WeUenlangen fluoreszieren. Dadurch muB die Reaktion und die Auftrennung auf dem Gel fur die einzelnen Basen 
nicht getrennt durchgefuhrt werden, wodurch sich die Zahl der Proben um 75% verringert. Die Sequenzierung wurde mit 
dem Kit von Perkin-Elmer nach der Methode des Cycle-Sequencing im Thermocycler durchgefuhrt. Wie bei einer nor- 
malen PGR bildet die Polymerase den Gegenstrang zur Template-DNA, nur daB beim Cycle-Sequencing lediglich ein 
Primer vorhanden ist, also nur ein Strang vervielfaltigt wird, und daB durch Einbau der ddNTPs die Kettenverlangerung 
statistisch an jeder Stelle des Templates abgebrochen wird. Dadurch verringert sich die benotigte Menge an DNA auf 
1/10 einer Plasmidisolierung. 

Sequenzierungsansatz Teroperaturbedingungen 

5 pi Plasmid 96°C/2 min Init.denat. 

5 pi Primer (5 pmol/pl) universal/reverse 

1 0 pi Sequenzierungsmix 96°C/1 5 sec Denat. 

50°C/15 sec Annealing 
60°C/4 min Extension 
25 Zyklen 



3,75 pi Natriumacetat (3 M, pH 5,5) 
8,75 pi H 2 0 
75 pi Ethanol 

Ethanolfallung, Aufnehmen in 10 pi H 2 0 

3.) Markieruug 

14 pi Annealing-Ansatz 

3 pi Labelling-Mix (A-Mix) 

1 pi [a- 35 S]-dATP (10 pCi/pl) 

2 pi T7-DNA Polym. (1,5 U/pl) 

4 min/RT 



Da der OberschuB der fluoreszenzmarkierten ddN'IPs bei der fluorometrischen Analyse stort, werden diese durch Gel- 
filtration mit Spin Columns vorher abgetrennt. Dabei wurden CentriSep (Princeton Separation) bzw Centriflex (Advan- 
ced Genetic Technologies Corp.) Spin Columns entsprechend der Anleitung verwendet. Die Centriflex-Saulen haben den 
Vorteil, daB sie bereits vorgequollen sind und daher direkt einsatzbereit sind. Eine Abtrennung der ddNTP durch eine Et- 
hanolfallung ist ebenfalls moglich. Das ist gerade bei einer groRen Anzahl von Proben schneller und kostengunstiger, je- 
doch gelingt die Abtrennung der ddNTPs nicht quantitadv, weshalb die Auftrennung der ersten 20 Basen auf dem Se- 
quenzgel nicht sauber gelingt. Da aber die Sequenzierungsprimersequenz in einem groBeren Abstand von dem Insert 
liegt, ist dies kein groBer Nachteil. Die gereinigten Proben werden in der Vakuumzentrifuge zur Trockne eingeengt und 
in 2 pi Probenpuffer gelost. 1-1,5 pi dieser Probe werden anschlieBend auf das 6% denaturierende Sequenzierungsgei 
aufgetragen. Nach beendeter Elektrophorese erfolgt die Zuordnung der Proben sowie die Uberprtifung der Auswertung 
des Computers. 
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1.3.5 3-Markierung von RNA 

ph^n^ £ s tr ^xy^ppe der RNA mit der 5'-Mono- 

Hydrolyse katalysiert. aiphospnats (pCp). Diese Ligation wird durch die T4-RNA-Ligase unter ATP- 

Nacheiner 18-stOndigen Inkubation bei 4°C wirdderReaktionsansat? «W ^in io«- ■ a h s 

midgel aufgereinigt, eluiert und mit Ethanol gefaUt. KeaKUOnsansatz ube ' em 12% lg es denatunerendes Polyacryla- 

Reaktionsansatz: 

12 pi RNA (2pmol/pl) 

12pl3xLigase-Puffer 10 

3 pi ATP (1 50 pM, frisch verdiinnt) 

10pl[5'-%>]pC P 

3 pi T4-RNA-Ligase (10 U/pl) 

1.3.6 5'-Markierung von RNA 15 

schen Phosphatase abgespalten werden. Es word "f Sk aUs JhTpnoLS^ P ^ PPe ^ ^ mit Hilfe der aIkali - 
zen auf 9*C filr 10 nun fur die anschlieBende nSZuKJS^^ sie du «* Erhit- 20 

nun den radioaktiven Phosphatrest vom [v^Pl-ATP auf dieS i iS.™ to J^- ^ T^Rrfynukleotid-Kinase kann 
ein 12%iges denatunerendes Pb^KSKS^ beendeter Reaktion reinigt man uber 

Dephosphorylierung: 

7plRNA(2pmol/pl) 25 

1 pi 10 x Phosphatasc-Puffcr 

2 pi alkalische Phosphatase, Shrimps (1 U/ul) 
Inkubation bei 37°C71 h 
3plEDTA(0,lM) 

80°C/10 min. anschliefiend 0°C75 min 30 
Kinasierung: 

23 pi Dephosphorylierunesansatz 
3plH 2 0 

5 pi 10 x Kinase-Puffer 35 

l,6plDTT(100mM) 

3plMgCl 2 (100mM) 

10pl [y- 32 P]-CTP 

4 pi T4-Polynukleotid-Kinase (10 U/pl) 

40 

1.3.7 Nukleolytische Spaltung von RNA 

chenden RNA moguch sein. Die BByntoSSS un S SEfiSSS" * ^^"^ der zu « 
kern vollstandiger Verdau der RNA auftritt Etwa 50% ^ ^i^fSSf U ^, mUSSen dabei SO « ewahlt werden ' 
nur eine Spaltung pro Mold*! auftritt. BU ** e ™ 1 soUte unverdaut bleiben, damit statistisch 

fer^r n ^ 

6 Ml in silikonisierten EppendorfgefaBen duidv^^R^SST?^ WUrden * einem Volumen von » 
und die Prober .auf Eis gestellt. 54 des lie,!^^^^^^^^ 6 »* ^benpuffer gestoppt 
aufgetrennt und anschlieBend durch Autoradiographie sichtbar gemacht denatu ™™den Polyacrylamidgel 

Spaltung mit Ribonuklease T t 

H« aoff) » spd*.. Db Spring „„« dm«S£ZS™ It. Z^f"^**™*? C " 

denaturierende Spaltune o ■ 

^ B nauve Spaltung — - 

2 pi RNA (ca. 150000 cpm) 2 ul RNA (r* i snmn . 

i^RNA^pg/pi) s y cpm) . 

0 S Jh ^ SSPUffer °' 7 Ml H 2 0 P8 W 65 

' P ' H2 ° O^plRNaseT, 



55 



60 
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denaturierende Spaltung native Spaltung - 

O^MlRNaseTi 20 min/Raumtemperatur 

20min/55°C 

Spaltung mit Ribonuklease T 2 

Ribonuklease T 2 (aus Aspergillus oryzae) spaltet sequenzunabhangig einzeistrangige RNA unter Freisetzung von Oli- 
gonukleotiden mit B'-Phosphatgruppen. RNase T 2 kann daher in Kombination mit RNase 51 fur die Identifizierung mcht 
basengepaarter Bereiche eingesetzt werden. 
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native Spaltung: 

2 ul RNA (ca. 150000 cpm) 

3 pi t-RNA (6 ug/ul) 
0,7 ulH^O 

15 0,3 Ml RNase T 2 (5,75 U/ul) 
20 min/Raumtemperatur 



Spaltung mit Ribonuklease Si 



20 Die Nuklease Si (aus Aspergillus oryzae) spaltet wie die RNase T 2 sequenzunabhangig einzeistrangige Bereiche der 
RNA. Im Gegensatz zur RNase T 2 werden hier jedoch Oligonukleodd-5-phosphate freigesetzt. 

native Spaltung: 
2 Ml RNA (ca. 150000 cpm) 
25 3 Ml t-RNA (6 Mg/ul) 
0,7 Ml H 2 0 

0,3 Ml RNase S! (0,4 U/mD 
20 min/Raumtemperatur 

30 Spaltung mit Ribonuklease V! 

Mit der Ribonuklease V^Cobra Venom) iassen sich bevorzugt doppelstrangige Bereiche der RNA sequenzunabhan- 
gig spalten. Wie bei der Spaltung mit RNase 5' werden auch hier 01igonukleotid-5'-phosphate freigesetzt. 

35 native Spaltung: 

2 Ml RNA (ca. 150000 cpm) 

3 Ml t-RNA (6 Mg/uD 
0,6m1H 2 O* 

0,4 Ml RNase Vt (0,72 U/m0 
40 20 min/Raumtemperatur 

1.3.8 Partielle alkalische Hydrolyse von RNA 

Unter alkaUschen Bedingungen ist RNA im Gegensatz zur DNA instabil. tlber einen zyklischen 2',3'-Phosphat-Uber- 
45 gangszustand entstehen Spaltprodukte mit einer 5'-Hydroxylgruppe. Durch eine zeitliche Begrenzung der alkalische Hy- 
drolyse kann man die RNA so spalten, daB Oligoribonukleotide jeder moglichen Lange entstehen. TVagt man dieses Re- 
aktionsgemisch auf ein denaturierendes Poly acrylamidgel auf so erhalt man nach der Autoradiography eine Alkalileiter, 
die fur die Zuordnung der Spaltprodukte der enzymatischen RNA-Spaltung verwendet werden kann. Die Reaktion wurde 
durch Zugabe von 6 m! Probenpuffer gestoppt und bis zum Auftragen auf das Gel auf Eis gestellt. 
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Reaktions ans atz: 

3 Ml RNA (ca. 150000 cpm) 

UMlt-RNA(6Mg/MD 

4,5 Ml Alkali-Puffer (50 mM NaOH, 1 mM EDTA, frisch angesetzt) 
55 45-60 sec/120°C 



1.4 Vorbereitung der Affinitatschromatographie 
1.4.1 Immobilisierung der Peptide auf Sepharose 



Fur die affinitatschromatographische Selektion mussen die Peptide auf einem Tragermaterial immobilisiert werden. 
Die Immobilisierung soil reversibel sein, um eine Elution der spezifisch bindenden RNA als RNA-Peptid-Komplex zu 

- ermoglichen Daher sollen Peptide iiber Disulfidbriicken an Thiopropyl-Sepharose 6B gekoppelt werden. Um das zu er- 

rnoglichen, mussen die Peptide eine freie Thiolgruppe besitzen, weshalb das pA4(l-40) und pA4(l-16) mit emem Cy- 
65 stein am N-terminalen Ende synthetisiert wurden und folgUch bzw. 17 Aminosauren enthalten. 

Zum Quellen suspendiert man 1,4 g Thiopropyl-Sepharose 6B in 30 ml Wasser und schwenkt fiir 15 nun. Alle ver- 
wendeten Losungen sollten vor der Benutzung durch 10 min. Ultraschallbehandiung entgast werden, um eine Oxidation 
der Sulfidgruppen durch Luftsauerstoff zu vermeiden. Man filtriert ab und wascht mit 3 x 50 ml Wasser. Das gequollene 
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groGen Tendenz zur Aggregation und derive 1SS^£SSSSSS der 
fluorisopropanollosune (LTHP1 durchoefiihrt unlos ^nKeit cue Immobilisierung m einer 60%igen Hexa- 

mill unter Schwenken in 20 ml 2-Meraptoethanol (5 mM C IT M nJ?aZ nW*? bl ° ckie, ? n ' w ^e das Gel filr 45 
zweimal nut 50 ml Bindungspuffer gewLben £ £Sfc S^£^3£ SC£? ' °" S " uknB ^ ™ d 

FUrdieVorsaulewurdedasSaulenmaterialwieobenbeschriebenbehandelt v u , „ • 

wurden alle Thiopyridylgruppen durch 2-Me rc a P toemano!tSui« ' J des? ^ Hi « 

1 .4.2 Besrimmung der Pept.idkonzenfration auf dem Saulenmaterial 
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Protein- Ass ay 

in einer 1 ml Einwegkuvcuc-bci 595 nm K 

scbiedenen bekannte^ Konz^fionen au^ * be ^er- 

lig, daB die Messung immcr nach der gleichen Zeil nachTzu^bel Jer aadich konstant .st, 1st es wich- 
dcr Aggrcgadon in waBrigcn Losungcn, konntc die ^pudlonzcn^ A ^ ad 

summt werden und wurde deshalb durch AnunosaureLalyseTrmhtek n.cht durch den Protcmassay be- 

Aminosaureanalyse 

Salzsaure. Durch EvakuTeren ^ Hah " 2U ^a 3 ml 5,7 M 

Probe im Vakuum ein und nimmt sie k ^00 Tw^sT 20 uJdiL?? • ^ ^.^"^rt. Man engt die 

folgte durch HPLC auf einer ABTPTHRPC18 Saule (5 urn 220 * 9 i ^7 T A " ftrennun S de r Aminosauren er- 
fer A: H 2 0, Puffer B: 5% w/v TetrahydSi sXlS^^^TSSlSS: °^T^ m ^ 
Peptids wurden durch Vergleich derPeakhbhe der Amino^™ ™T ■ dp" a toffme ngen der Aminosauren des 
rechnet. Nach Division def sStaJSSf dfe j£SSKtoi^3??S^ "TS Kon2entra ^ be- 
man die Konzentration des Pepuds imHuat und damit die SnnnJ 1, % ?f Mitelung Uber 10 Aminosa "™ erhalt. 
von Dr. Schroder durchgefuhrt. Beladung des Saulenmatenals. Die Ammosaureanalyse wurde 

1.4.3 Silikonisierung der Saulen 

vo^^ fneglichst genng zu halten, wurden diese 

aus DichlordimethylsZ in Toluc- nS Ss zweSn^ n^?H U Me ansc f hUeBend 11111 einer 5%i S e " 
schlieBend mit Was'ser nX^SSTgSSii Wlrdd ' eseI — 8 -tfernt, dieSaulen mitToluolund an S 

1.4.4 Optimierung des Bindungspuffers 

fe-ft^ 

Konzentration im Bereich von 5-50 mM vSfert ^ie B iS^S^TT ZW,SChen 15 °- 50On >M und die MgCl 2 - 
bunden wurde, sollten m r ^llZT^^l^ g ^ * 0Bn '* WCnigSten ^ auf der »* ge- 

1.4.5 Durchfuhrung der in vitro-Selektion 

Hauptsaule (Affinitatssauk) vlme^ wurdeeine Vfersaule (ohne Peptid) und eine 

von 2,5 pM eingesteUt. Damit die RNA £ ThSr staWlen K^?2,S1 Bindun g^P"ffer auf eine Konzentradon 

renaturiert durch 20 minutig^s M^^S^^^^^^T^ "7 fUr 5 ^ bd 90 ° C Und 
lich in der ersten SelektionsLde wurde ^S^S^^^^SSS^l ^ U ^ 

-g«e« 

^ndenRundennurnochLam.PuffergeJS;^ 
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nach Entfernung der Vorsaule mit 1 ml Elutionspuffer von der Saule in ein silikonisiertes EppendorfgefaB eluiert. 

Um einen moglichst konstanten FluB durch die Saule zu erhaiten, wurde eine Peristaltikpumpe eingesetzt. Der Bin- 
dungspuffer wurde in 500 pi Portionen auf die Saule gegeben und gelangt durch Anlegen eines leichten Uberdrucks mit 
Hilfe der Pumpe durch die Vorsaule auf die Hauptsaule. Nun wird die Pumpe erst an die Hauptsaule angeschlossen, be- 
5 vor die nachste Portion Puffer auf die Vorsaule aufgetragen werden kann. Der FluB durch die Saulen soil etwa 
33-35 pl/irun betragen. . , ■ 

Nach beendeter Elution wird die RNA-Konzentratian der Wasch- und Elutionslosung sowie der Saulen durch Ceren- 
kov-Zahlung bestimmt. Das Fluat wird in einer Vakuumzentrifuge auf ca 400 ul eingeengt und zur Entfernung des Pep- 
tids mit Phenol und Chloroform extrahiert. Mit Ethanol unter Zusatz von Glycogen (40 pg) wird die RNA gefallt und an- 
iu schUeBend revers transkribiert. Die DNA wird durch PGR amplifiziert und fUr die nachste Selektionsrunde durch Iran- 
skription in RNA umgeschriehen. Wenn kein weiterer Anstieg der spezifisch eluierten.RNA mehr beobachtet wird, kann 
die Selektion abgebrochen werden. Um das Gemisch der unterschiedlichen Sequenzen analysieren zu konnen, separiert 
man die Sequenzen durch Klonierung in Bakterienzellen. 

15 1 .4.6 Bestimmung der Dissoziationskonstanten 

Die affinitatschromatographische Bestimmung der Dissoziationskonstanten wurden mit Hilfe von Econo-Saulen (Bio- 
Rad) durchgefUhrt, da diese ein grSBeres Volumen besitzen, als die wahrend der Selektion verwendeten Mobicols. Ein 
genugend groBes Saulenbett volumen ist entscheidend, damit die aufgetragene Menge RNA (10 pi, 100 nM) als scharfe 
20 Bande durch die Saule wandern kann. Es wurde mit 800 pi Saulenrnaterial gearbeitet, wodurch sich ein Saulenvolumen 
von 810 pi ergibt (Volumen des Hahns etc.). Nach Auftragen der radioaktiv markierten RNA wascht man die Saule so- 
lange mit Bindungspuffer, bis keine Radioaktivitat mehr auf der Saule detektiert werden kann. Anfangs fangt man das 
Eluat tropfenweise auf um das Totvolumen moglichst genau bestimmen zu konnen. Spater genugen 500 pi Fraktionen. 
Durch Einsatz einer Pumpe und eines Fraktionssamrnlers kann die Bestimmung automatisiert werden. 

25 

1 .5 Mikrobiologische Melhoden 

Fur die Transformation von Epicurian Coli Zellen muB die DNA in einen Vektor ligiert werden. Verwendet wurde hier 
der pPCR-Script Amp SK(+) cloning vector (Stratagene), ein Abkommling des pBluescript H SK(+) phagemids, der ein 
Gen fur Ampicillinresistenz sowie einen lac Promoter und einen T7-RNA Polymerase Promoter enthalt. Innerhalb des 
SK multiple cloning siles befindet sich eine seltene Srf I-Schnittstelle (5 f -GCGG/GGGG-3'), die eine Ligation der blunt- 
ended PCR-Produkte der Selektion mit dem geschnittenen Vektor ermoglicht. Da fur die PGR standardmaBig die Pfu 
DNA Polymerase verwendet wurde, ist eine Aufarbeitung der DNA nicht notig. Anders ware das bei Verwendung von 
Taq Polymerase, da diese haufig eine weitere Base an das Kettenende hangt. Die Restriktionsspaltung des Vektors, sowie 
35 die Ligation des DNA-Inserts konnen gleichzeitig in einem GefaB durchgefuhrt werden. Durch die gleichzeitige Aktivi- 
tat des Restriktionsenzyms und der Ligasee liegt ein Gleichgewicht zwischen geschnittenem und ungeschnittenem Vek- 
tor vor, bis durch Ligation des Inserts die Srf I RestriktionsschnittsteUe verloren gent, und der Vektor nicht mehr gespal- 
ten werden kann. 

Diese Plasmide werden nun in superkompetente Epicurian Coli Zellen XLI-Blue MRF Kan (Stratagene) eingefunrt 
40 und auf Agarplatten ausgestrichen, die X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-P,D-galactopyranosid), EPTG (Isopropylthio 
p,D-galactosid) sowie das Antibiotikum Ampicillin enthalten. Aufgrund des Antibiotikums konnen nur die Zellen auf 
dem Medium wachsen, die durch Aufnahme eines Plasmids eine Ampicillinresistenz besitzen. Die Zellen, die ein nicht 
rekombinantes Plasmid aufgenommen haben, besitzen ein intaktes Gen fur die (J-Galactosidase, die durch Spaltung des 
X-Gals einen blauen Farbstoff freisetzt. Diese Zellen farben sich blau. Die weifien Kolonien steUen die transformierten 
45 Bakterien dar, die genau ein rekombinantes Plasmid enthalten, das beliebig vermehrt werden kann. 

1.5.1 Ligation 

Vor der Ligation wird die DNA unter Zugabe des gleichen Volumens einer 4 M Ammoniumacetatlosung (ansteile des 
50 Natriumacetats) und des 2,5fachen Volumens an Ethanol gefallt. Das Pellet wird in TE-Puffer aufgenommen. 

Das Verhaltnis von Insert. Plasmid soil zwischen 40 : 1 und 100 : 1 liegen. Es wurde ein Verhaltnis von 70 : 1 gewahlt, 
was einer Menge von 364 fmol Insert pro Standardansatz entspricht. 
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Ligationsansatz: 
55 1 pi pPCR-Script Amp SK(+) cloning vector (10 ng/pl) 

1 pi 10 x PCR-Script-Pufter 

0,5 pi ATP (10 mM) 

3 pi PGR Produkt (364 fmol) 

1 pi Srfl Restriktionsenzym (5 U/pl) 
60 1 ul T4-DNA-Ligase (5 U/pl) 

ad 10 pi mitH 2 OauffuUen 

Man laBt eine Stunde bei RT reagieren, erhitzt fur 1 0 min auf 65°C und stellt die Probe bis zur Transformation auf Eis. 

65 1.5.2 Transformation 

Durch eine spezielle Salzbehandlung ist es moglich, Zellmembranen DNA-permeabel (kompetent) zu machen und zu 
einer Aufnahme eines Plasmids zu bringen. Fur die Transformation wurden jedoch kauflich erhaltliche kompetente Zel- 
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[ Z V *Tm?r 2,7 sc H hon Segenuber kleinen Temperaturschwankungen sehr empfindlich und miissen deshalb im- 
mer bei -80 C gelagert werden bzw. wahrend des Aliquotierens permanent auf Eis stehen 

H^S^Jh 65 J ichtig .' Vwtr des 45 s Temperaturintervalls genau einzuhalten. Etwa V* h vor dem Ausstreichen 
k SOl f ten u die ^pialhnhalUgen Agarplatten (100 pg/ml) mit 20 pi IPTG (0,2 M) und 20 ul X-Gal (10% (w/v) in 
?(S A„f rt C f H Weiden - M , an , bereitet * T^mationsansatz drei Agarplatten vor, trag, jewels 10C 15 U w 
'Z'n^^S^Z^ 1 8Cb0genen Gl3SStab ^ ^ A ^ 0b ^ «• Agarplatten » man 

Transformationsansatz: 

40 )al Epicurian Coli XLl-Blue MRP' Kan supercompeteme Zellen 

0,7 ul b-Mercaptoethanol (1,5 M) 

10 min auf Eis inkubieren, alle 2 min schutteln 

2 ul Ligationsansafz 

30 min auf Eis inkubieren 

45 sec/42°C, direkt anschlieBend auf Eis 

450 u I SOC-Medium ( vorge warmt auf 42°C) 

37°Q1 h schutteln 

auf Agarplatten mit X-Gal, IPTG und Ampicillin ausstreichen, 37°C/18 h inkubieren. 

1 .53 Isolierung der Plasmide 

Die nach der Mormation auf der Agarplatte erhaltenen weiBen Klone werden mit Hilfe eines sterilen Holzstab- 
chens (Zahnstocher) gepickt und in 3 ml Obernachtkultur bei 37T im Schiittelwasserbad vermehrt Von X KuSr 
wild erne Glycennkultur fiir erne eventueUe spatere Verwendung aufbewahrt Dazu homogenisiert man 05 ?£ L emer ES 
tur nut dem gletchen Volumen Glycerin, friert die Probe in flussigem Stickstoff ein und lagert sie be7-80°? £ resui- 
chen 2,5 ml werdenm zwei Poruonen in ein EppendorfgefaB uberruhrl und die Zellen bei 13000 Upm, 2 nun lanfab- 

chwLS " Dd h SUSpend, t r . ""J? - *? * 10 min in 100 ^ Lysatlosung I. Man gibt 200 pi LysatLung 11 ^ End 
sch wenkt die Proben vorsichtig wahrend der 20 miniitigen Inkubation auf Eis. In diesem Schritt erfolgt die iisis der Zel- 
len. Durch Zugabe von 150 pi LysatlSsung ITT wird die chromosomale DNA bei 0'C/15 min gefaUt Dabei dttrSn de 
Proben nur vorsichug gemischt werden (nicht vortexen), urn ein ZerreiBen der DNA durch die SchXaf te zu vermeMet 
Die Zelltrilmmer und die chromosomale DNA werden bei 13000 Upm/15 min abzentrifugiert : undtolKSlm Si 

Pellet in 50 pi TE-Puff er . Da in diesen Proben d ie mRNA der Zelle noch enthalten ist, diese das Ergebhis der Sequenzie- 
rung auf einem AB -Sequencer jedoch stort, muB noch ein RNA-Verdau durch Zugabe von 250 pi S^PuSus d^m 
Plasmid-Isoherungskit (siehe unten) durchgefuhrt werden. Man fallt erneut mit EthaLl und lost KobVui 50 pi 

en£^ 

^ Die Reinheit und dieGroBe der Plasmide wurden gelelektrophoretisch auf einem l%igem Agarosegel iiberpriift (siehe 

1.6 Charakterisierung der Aptamere 

Da^wul^bSo?^ A n P p? er ? WUrd K BD ? °J Com P ute ™~ auf homologe Bereiche untersucht. 

uazu wurde ein Programm in Pascal geschneben, das die Sequenzen als Textdatei einliest und auf Motive variabler 

iSEl VCr ? ei • ES we f den J aUeMotive - * e meh ™* auftreten, mit der Nummer der SeqTe^n.SeLTvor- 
oo™ g Zckt w'erdT ^ *"» "* **» ^'A^K 

2 Ergebnisse 

Die groBe Bedeutung des Amyloids im Verlauf der Alzheimerschen Krankheit ist unbestritten obwohl die Ursachen 
der Krankheit immer noch unbekannt sind. Es konnte jedoch gezeigt werden, daB die Ablagerunge'n S Pepticui to 
Gehirnen der Pabenten neurotoxisch wirken. Durch Einsatz der PNA-Technologien wurden mSSinSJS? 
SSSSS?? RNA - M0l0k ^ **» das Am V loid und ™ Amyloidfragment g Diese AptTere kLen beSswlt 

neimeS r "* T*™* B f°^ *" ***** aber auch Hilfsn * tel ^ * DiagnoTvon A^z- 

heimer sein. Es ex.stieren Stud ien , die besagen, daB der Amyloidgehalt im Blut von Alzheimer-Patientefskh von dem 
gesunderMenschen unterscheidet (Li et al., 1995, Rosenberg et al., 1997 Di Lucaet al 1998^ SS Tfi IT* 
weuverbreitete Krankheit mit der Erfindung eine Diagno^nd ^ISSiSS^ * 
,ini P M aniere f Ch ? E }& nschaft ™ wie AntikSrper, haben den Antikorpem gegenuber aber einige Vorteile Sie 

n kleiner und konnen ^ durch chemische Synthese in hoher Reinheit produziert werden. Die chemiSte ^SynSeriaubt 

Slfgn^^^^^^ 

bl a n^^ myl ° n" P1 f 9 n? eS in de " Ge J hir " en 1 von Alzheimer-Patienten findet man das Amyloid in der unloslichen 6-Falt- 
blat siruktur vor Der Ubergang von der loshchen a-Hehx- bzw. Knauelform in die p-Faltblattstruktur verlauft in w^ri 
ger Losung relativ schneU und ist abhangig von einigen Parametem, wie z. B. der S^konzentrXn und dem pH WeS 
Es konnte gezeigt werden, daB die Anderung der Information von den unpolaren Aminotfu^SSSfii Ende 
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des Amyloids ausgeht. Durch Verkiirzen des Amyloids kann man daher Peptide erzeugen/die sich wesentlich langsamer 
bzw. fast gar nicht in die unlosliche {$-Faltblattstruktur umwandeln. Da diese verkurzten Peptide deutlich einfacher zu 
handhaben und zudem auch noch kostengunstiger sind, sind in den Ausfuhrungsbeispielen auch Aptamere gegen ein 
Fragment des Amyloids vorgestellt. Da nicht gewahrleistet ist, daB das Aptamer gegen das Fragment auch das Amyloid 
5 erkennt, ist aber auch gegen das komplette BA4 selektiert worden. Es ware denkbar, da6 man auf diese Weise auch Ap- 
tamere gegen die losliche und unlosliche Konformation gewinnen konnte. Die beiden Peptide wurden chemisch synthe- 
tisiert und von Schering AG zur Verfligung gestellt. 
Cys-pA4(l-16): 

NH 2 -Gys-Asp-Ala-Glu-Phe-Axg-His-Asp-Ser-G^^ 

io Cys-pA4(l-40): 

MI 2 -Gys-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-IIis-AspSer-Gly^^ 
Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-Ile-ne-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-COOH 

2. 1 Immobilisierung der Peptide 

15 

Fiir die Selektion durch Affinitatschromatographie wurden die beiden Peptide reversibel auf einer Matrix immobili- 
siert. Dazu wurden die Peptide mit einem Cystein am N-terminaten Ende synthetisiert, urn eine Immobilisierung auf 
Thiopropyl-Sepharose 6B (Pharmacia) Uber Disulfidbrticken zu ermoglichen. Die freie Thiolgruppe des Peptids substi- 
tuiert die Pyridylgruppe, die durch Umwandlung in das stabile 2-Thiopyridon eine sehr gute Abgangsgruppe darstellt. 

20 Durch Waschen mit Dithiothreitol (DTT) kann die Disulfidbriicke reduktiv gespalten werden und das Peptid wieder von 
der Matrix eluiert werden. Da das bei der Immobilisierung freigesetzte 2-Thiopyridon bei 343 nm absorbiert, sollte eine 
Bestimmung der Konzentration des Pepdds auf dem Saulenmaterial durch photometrische Konzentrationsbestimmung 
des freigesetzten Thiopyridons moglich sein. Diese Methode fuhrte jedoch zu hohen, nicht reproduzierbaren Werten. Da- 
her wurde das Peptid von 100 pi Saulenmaterial mit DTT eluiert und die Konzentradon im Eluat mit Hilfe des Coomas- 

25 sie Proteinassays bestinunt. Da der Assay nicht linear ist, muBte zuvor eine Standardkurve mit verschiedenen Peptidkon- 
zenlrationen aufgenoimnen werden. Durch Messung der Absorption bei 595 nm und Vergleich mit der Standardkurve 
wurdc bcim pA4(T-16) cine Bcladung von 46 uM ermittclt. 

Aufgrund der hohen Tendenz zur Aggregation konnte dieser Assay beim 0A4( 1-40) nicht verwendet werden. Deshalb 
wurde die Konzentration des Peptids im Eluat durch Aminosaureanalyse bestimmt. Dazu wurde das Eluat hydrolysiert 

30 und auf einen Proteinsequencer aufgetragen. Durch Mittelung der Peakflachen der einzelnen Aminosauren und Vergleich 
mit einer Probe bekannter Konzentration konnte die Konzentration auch beim pA4(l-40) bestimmt werden. Die Bela- 
dung des Saulenmaterial mit PA4(1-16) lag bei dieser Bestimmung bei 40 uM, wahrend sie beim |}A4(l-40) 4 uM ent- 
sprach. 

35 2.2 In vitro-Selektion 

Erstellung der RNA-Bibliothek 

Die RNA-Bibliothek entsteht durch in vitro-Transkription aus einer DNA-Bibliothek, die chemisch an einer Festphase 

40 synthetisiert wurde. Sie wurde mit Hilfe einer Synthesemaschine als einzelstrangige DNA, bestehend aus zwei Primern 
aus jeweils 20 Nukleotiden und einer 70 Nukleotide langen randomisierten Region, erstellt. Fur die Synthese von 3' in 5' 
Richtung wurde die iibliche Phosporamiditchemie verwendet. Den zufalligen Einbau der vier Nukleotide erreicht man 
durch Verwendung einer Losung aus alien vier DNA-Phosporamiditen, wobei die unterschiedliche Reaktivitat im Mi- 
schungsverhaltnis berucksichtigt wurde (dA : dG : dC : dT = 3 : 2, 5 : 2, 5 : 2). Bei einem randomisierten Bereich aus 70 

45 Nukleotiden sind theoretisch 4^ oder 1,4 • 10 42 verschiedene Molekuie denkbar. Dies entspricht allerdings 2,3 • 10 18 mol 
oder 8,2 • 10 19 kg. Dagegen ist die tatsachlich synthetisierte Menge von ca. 10 15 Molekiilen so gering, daB es statistisch 
sehr unwahrscheinlich ist, daB zwei gieiche Molekiile synthetisiert wurden. Die Ausbeute jeder einzelnen Kopplung der 
Synthese lag uber 99% und konnte d->~h die Abspaltung der TVityl-Schutzgruppe verfolgt werden. Jedoch lag die Ge- 
samtausbeute aufgrund der vielen Kopplungen und der groBen Verluste bei der Aufreinigung uber ein Polyacrylamidgel 

50 lediglich bei knapp 2% oder 3,8 nmol. Von dieser DNA mussen die Molekuie abgezogen werden, die aufgrund von Feh- 
lern bei der Synthese (z. B. keine vollstandige Abspaltung der Schutzgruppe, Abspaltung der Basen etc.) nicht durch 
PGR amplifizierbar sind. Dazu wurde eine Probe dieser DNA in einem PCR-Zyklus mit radioaktiv markierten Desox- 
ynukleotid umgesetzt und die Menge an produzierten Gegenstrang quantifiziert. Der Anteil an durch PGR amplifizierba- 
rer DNA lag bei 42% oder 1,6 nmol. Daraus ergibt sich eine Komplexitat von ca. 1 • 10 15 Molekulen. 

55 Die einzelstrangige DNA-Bibliothek wurde durch PGR zum Doppelstrang komplettiert und vervielfaltigt. Dabei 
wurde zusatzlich durch Verwendung eines verlangerten Primers die 17 Nukleotide lange 17-Promotorsequenz eingefugt, 
die fUr eine Transkripti on in RNA benStigt wurde. Bei dieser PCR-Reaktion lag das Ziel in einer kleinen Vermehrung ei- 
ner sehr groBen DNA-Menge. Der DNA-Pool wurde urn den Faktor 13 vervielfaltigt. 

60 Durchfuhrung der Selektion 

Die Selektion fiir das fiA4(l-16) und das |}A4(l-40) wurden unter gleichen Bedingungen durchgefuhrt. Der verwen- 
dete Bindungspuffer (10 mM Tris-HGl, pH 7,5, T50 mM NaGl, 5 rnM MgGl 2 , 1 mM EDTA) wurde so an die Selektions- - 
bedingungen angepaBt, daB in einer Testseiektion die unspezifischen Wechselwirkungen auf der Selektionssaule mini- 
65 miert wurden. Die Selekuon wurde in Kunststoffsaulen mit einer kleinen Fritte am unteren Ende und einer groBen Fritte 
uber dem Saulenmaterial durchgefuhrt. Die Saule sowie die Fritten wurden vor der Selektion silikonisiert, um eine Ad- 
sorption der RNA so gering wie moglich zu halten. Weiterhin wurde nach der Ethanolfallung der RNA im AnschluB an 
die T7-Transkription nur noch mit silikonisierten EppendorfgefaBen gearbeitet. In jeder Selektionsrunde wurde mit einer 
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Vorsaule mit Saulenmaterial ohne Peptid gearbeitet, um RNA-Moleloiile a hv,tr,»n™„ a- -*\ , „ 
rial binden. Da die RNA-Menee die in der ersten R ,Z«rfH • «- . ? zutrennen > die s Pezifisch an das Saulenmate- 
als in den folgenden Runden ^das SSS^f £^3» ^ ^ ^J' 6 ^ *«« w " 
Vorsaule in alien folgenden Runden kon^^rilS^ir^ r -f M vergroBert, wahrend das Volumen der 

Saule aufgetragen und Jf 3 ml Binln^ vo„ 5pM a U f die 

wurden die Disulfidbriicken gespalten und das Peptid mit der sS^hWnS^Yl • M T i M ElutI0ns P uffer 
Phenol/Chloroform-Extraktion abgetrennt die RNA rm ! £2? .Tim a ™* duiert ' Das Pe P rid wurde durch 
amplifiziert und fur die nachste Hun'de in R^A^IS^ d " rc h 

reiis so weit herab gesetzt werden, daB in alien weiteren RundeJ ™ r !I?w ^ Komplexttat des Pools be- 

tration von 2,5 pll auf die Saule aufgetragen w den AuBerdem wul 5 en . atune " e ^ einer Konzen- 

100 M l verringert und nur noch mi, 2 A Bindungluffer gewasehTn Be i b JdL ^ w be " V ° lun \ en der au f 
zifischeluierten RNA inder4. Runde heobachtef Nach X 8 S^^„ ? ^ e ^onen wurde ein Anstieg der spe- 
weiterer Anstieg der spezifisch pfctaj £3a beoba ^£££SS£ n AuffSir ^Tn!!' T*"' da kdn 
der Vorsaule bindenden RNAs von Runde zu Runde zunLVnTv^?* 7' } ,st > daB de ' Anteil der auf 

2.3 Charakterisierung der Aptamere 

Die Eluate nach der achteh Selektionsninde wimien re^ ... . 

Gemisch aus Aptamersequenzen, die fur eine Analyse se^Se^erS fS^S?^V < " " hBt » ^ 
terienzellen, die genau ein DNA Plasmid auf7i,n P hLn 7 mussen Dutch Klonierung in kompetenten Bak- 

Script Amp SK( + ) clonmg vector (StrataK ^ 

lac Promotor. Nach Transformation des Worsen EpSu- iSSSZ ^^y^^*^'™* 
Agarplatten ndl X-Gal, IPTG und dem Andbioiiluan^^ 3Uf 
transformicrtc ZcUcn wachscn wobci sich icnc mit ri„™ u,tT <"»g«»inuien. Aulgrund des Ainpieillins konnen nur 
Galactosidase-Gens blau S, . B^?j£St2?££ wSfiS? *" ^ T, d dCS ^ ^ 
liert. Sequenziert wurden die Inserts nach der DidesoxymeSe Ion Z£t£Zm!%^ d - Plasmide iso- 
dioakuv mit 35 S und ein Tfeil unter Verwendu™ rinn art £ZZ S • ganger et al., 1977), wobei ein Tfcil ra- 
versalprimers und des reversen ^Prime^wuSen SSe toSSKST f eC,UeDZiert Dur <* Verwendung desUn* 
40) und das P A4(1-16) jeweUs 75™SZ s^£t & ^ SeqUenZ,ert ' * das P*«* 

2.3.1 Sequenzanalyse 

Primarstruktur 35 

ner Bindung an das ZielmolekM beteiliirt sinri P« ?, ere,CD f n ^ AufschluB geben, welche Nukleotide an ei- 

chen Motiven unterTS 40 

PA4(l^)k6nnenin5(JruppeneingLS SeIekd ° n && eD das 

quenzen konnen in kedne de^ ^Gruppefeineeteih werdlnn^H \. ? u konserviert ™* <P* D- 13 der 75 Se- 
In aUen anderen S^ueJ^^SBZSfflS ^iSSTS^SSKfi' kei " e ^ ^ Re ^ e - 
GroBteil der Sequenzen auftreten, sind in Tabelle 2 aufgefahT ^ 1 ^ We " ere M ° dve ' ^ in einem 

45 

Tabelle 2 

Motiv- konserviertes verschiedene Anzahl der 



to 



15 



20 



25 



30 



Sec 3- 

r * Motiv Gruppen Sequenzen fftl 

bl CACCGUAAGGA 5 



[%] 

b2 CGGCUUGUUUUCCC 4 „ 

b3 AAGUGUA o ,0 55 

b4 CAUG. .UC.UGCA 



2 32 43 

gibt es nur ein Motiv, das in mdrds S^tS^jSS n fls m , f 1 S Se< l uenzen d « PA4(1-40)-Selektion 
Sequenzen auf (TabeUe^-EstrdtTnte 
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Tabelle 3 




Motiv— 


konserviertes 


verschiedene Anzahl 


Seq. 


Nr. 

5 


Motiv 


Gruppen Sequenzen 


[%] 


al 


UGAGGCCCC 


2 37 


51 


a2 


CGCAUG 


3 32 


44 


in a3 


CCCGAG 


2 29 


40 


a4 


AAGUACCGUAA 


2 25 


35 


a5 


CUUCCG 


2 25 


35 


15 C 

lJ ab 






T4 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



SekundSrstruktur 



20 Die Aptamere gegen das BA4(l-40) wurden auch hinsichtlich ihrer Sekundarstruktur analysiert, wobei die Sekundar- 
strukturmodelle mit Hilfe des Computerprogramms RNADraw berechnet wurden (Matzura & Wennborg, 1996). Erwar- 
tungsgemaB zeigte sich, daB innerhalb einer Familie die Strukturen der Aptamere ahnlich sind. In den Fig. 3-6 sind die 
Strukturen einiger Aptamere aus unterschiedlichen Familien dargesteUt. Beim Vergleich der Strukturen fallt auf, daB das 
Motiv b2 (TabeUe 2) bei alien Aptameren mit dem Anfang des Primer A basengepaart auftritt. Da mcht alle Basen des 
25 Motivs komplementar zum Primer sind, tritt ebenfaUs in jeder Struktur ein Loop auf. Dies laBt vermuten, das diese Stem- 
Loop Region enlscheidend iiir die Wechselwirkung mil dem Amyloid isl. Dabei besiizt der Stanm vermudich nur eine 
stabilisicrcndc Funktion, wahrcnd cine Bindung an das Pcptid Ubcr die ungepaarten Basen des Loops stattfinden konntc. 
Unterstiitzt wird diese Annahme dadurch, daB bei alien Sequenzen immer vier Uridine bzw. drei Undine und ein Cyudin 
diesen Loop bilden. Beim Aptamer ^61 in Fig. 3 sind dies die Basen U6, U7, U72 und U73. Obwohl zu einer anderen 
Gruppe gehorig, ahnelt das Aptamer B124 dem (561 sehr. Neben dem Primer-gepaarten Motiv und dem Loop findet man 
bei beiden auch noch einen Hairpin mit der Ba*enfolge AAG (Fig. 3, A50-G52, Fig. 4, A46-G48). 

Wabrend die Anordnung des Motivs b2 in aden Sequenzen ahnlich ist, sind die Gemeinsamkeiten beim Motiv bl mcbt 
so eindeutig zu erkennen. Zwar tritt bei der Sequenz des 861 wie auch beim B124 die ungepaarte Basenreihenfolge 
UAAG auf (Fig. 4 C32-G35), doch sind bei anderen Sequenzen diese Basen gepaart. Dennoch scheint dieses Motiv bei 
der Bindung des Peptids eine Rolle zu spielen, da ein Aptamer, B19, gefunden wurde, in dem die Reihenfolge der Motive 
b 1 und b2 vertauscht ist (Abb. 15). In der Nahe des 5'-Endes liegt das Motiv b2, das auch hier wieder mit dem Primer A 
basengepaart vorliegt, wahrend das Motiv bl nahe des 3'-Endes angeordnet ist. Eine struktureUe AhnUchkeit dieses Be- 
reichs mit den anderen Aptameren ist jedoch nicht ohne weiteres ersichtlich. 

Das Aptamer B55, mit der niedrigsten Dissoziationskonstante, unterscheidet sich etwas starker von den Strukturen der 
anderen Aptamere, obwohl auch hier wieder die Motive bl und b2 vorzufinden sind (Fig. 6). Im Gegensatz zu den ande- 
ren S trukturen sind hier weniger Basen mit dem Primer A gepaart. Auch der Loop aus den vier Pynmidinen tntt in dieser 
Form nicht auf. Stattdessen existiert ein Loop aus den Basen AAU. In dem Motiv bl Uegen auch nur zwei Basen U-A 
(Fig 6 U28 A29)einzelstrangigvor, was bedeuten konnte, daB diese beiden Basen an der Bindung des PepUds beteibgt 
sind AuffalUg ist daB bei alien vier vorgestellten StrukturmodeUen die letzten drei Basen des Primers in einen Hairpin 
hineinragen Da diese Basen jedoch konserviert sind, muB es sich nicht urn ein bedeutendes Strukturmerkmal handeln. 
Das StrukturmodeU dieses Aptamers wurde durch enzymatische Spaltung mitRNasen genauer untersucht. Zu diesem 
Zweck wurde die RNA am 3- bzw. 5'-Ende radioaktiv markiert und unter Verwendung verschiedener spezifisch spalten- 
der Nukleasen einer limitierten nukleolytis. Hydrolyse unterzogen. Verwendet wurden die Einzelstrang-spezifischen 
Nukleasen Ribonuklease T 2 und Nuklease Si, die Doppelstrang-spezifische Ribonuklease V t sowie die Guanosin-spezi- 
fische Ribonuklease Ti. Der Vergleich der Strukturen legt die Vermutung nahe, daB das 3'-Ende der Aptamere bis zu den 
Basen des Motivs b2 nicht essentiell ist fur die Bindung des Peptids. 

2.3.2 Bestimmung der Dissoziationskonstanten 

Die Bindung eines Aptamers an sein Target und damit die Bildung eines Komplexes kann als eine Gleichgewichtsre- 
aktion betrachtet werden. Mit Hilfe der Affinitatschromatographie wurden die apparenten Dissoziationskonstanten be- 
stimmt werden Bei dieser Methode macht man sich das Gleichgewicht zwischen ffeier und gebundener RNA zunutze, 
indem man durch Waschen mit Bindungspuffer die RNA von der Saule eluiert. le starker die RNA an das Peptid bindet, 
desto spater wird die RNA von der Saule eluiert. Das Elutionsvolumen ist daher ein MaB fur die Bindungskonstante in 
Abhangigkeit von der SaulengroBe sowie der Beladung der Saule mit dem Peptid und laBt. sich nach einer in folgender 
Literaturstelle angegebenen Gleichung berechnen (Famulok & Szostak, 1992, Sassanfar & Szostak, 1993). Damit diese 
Gleichung giiltig ist muB das Saulenvolumen im Verbaltois zum Volumen der autgetragenen RNA moglichst groB sein, 
damit wie bei einer saulenchromatographischen Aufreinigung die RNA in einer schmalen Bande durch die Saule lauft. 
AuBerdem soUte die Konzentration der RNA-L6sung kleiner sein als die zu erwartende Bindungskonstante, urn die Glei- 
chung innerhalb ihres GUltigkeitsbereichs anzuwenden und so den Fehler der Dissoziationskonstante mSghchst klein zu 
halten (Arnold et al , 1986). Daraus folgt, daB die RNA sehr stark radioaktiv markiert sein muB, damit selbst klemste 
Meneen im fmol-Bereich noch detektiert werden konnen. Es wurde mit Mikrosaulen des Econo-Systems (Bio-Rad) ge- 
arbeitet die sich durch einen geringen Querschnitt auszeichnen. 10 pi einer 100 nM RNA Losung wurden auf eine Saule 
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RNA zuictaftthrcn ist. die" °hf mfSm ftpu" £££ £ taT D i. ' Tfv ,emUU ' el, " f fcbtotaft S efal ' tle 

^uSfe^^Ml!^'J^^. Ap^ae „ hand-, wuade ^ ^ 
RNA beobachia warden autgenoinmen. We ai erwanen konnte hier keine Retardiening der 

lektierten RNAs urn Peptid-bindende Aptamere handeh wXn n?ri£i£fi f^f: daB 68 sich bei den se " 
men.DabeiderEIution derRNA vender Versatile keine 5SS^.S derRNA auf einer Vorsaule aufgenom- 

den, daB es sich urn Aptamere geget! ^aTvX hS g beobachtet werde " konnte, kann geschlossf n wer- 

Die Dissoziationskonstanten von vier Aptameren eeeen das fU4n-d/vi i™, . r _■• 
(TabeUe4).DadieverwendeteRNAOConzen^^^^ 

ein Fehler einkalkuliert werden, so daB die wirkUcLn DisLzSon.S/ ^ "f StC ^^ationskonstante, muB 

Obwohl die RNA vollstandig von der Saule Sw JStSLT? ^ Sind 

gen ausgewechselt, da keine Retardierung derRNA aSSS tST r f maximal Bestimmun- 
zurlinutierenden Gr6Be, und es konnten nicht wJSSSS^^T^' ***** *" S ™ 1 '™*™* 

DieBesnmmungderDissoziationskonstantefurdieAptamereeZ , A ^ , 

konnte aUerdings nur eine bindende Sequenz gerunden vSn eA4 0-16) wurde analog durchgeruhrt. Hier 

TabeUe 4 

. 0*4(1-40) PA4U-16) 
Aptamer app. K d [nMJ Aptamer app ^ ^ [nM] 



10 



15 



20 



055 39 

P61 43 

P19 48 

P37 64 



*4 758 
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SequenzprotokoUe 

<110> Schering Aktiengesellschaft 

5 

<120> Amyloidspezif isches Aptamer 



10 

<130> 



i5 <160> 70 



<210> 1 

<211> 70 

25 <212> RNA 

<213> klinstliche Sequenz 

30 

<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

35 Selektionsverf ahren gewonnen 

<400> 1 

40 ACUUCGUCUU GCAGCGCGGC UUGUCUUCCC ACAUCCGUUC UAUCGGUAUG 50 
ACUCUUUUUC CGUAAGGUCA 70 



45 



50 



55 



60 



65 
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<210> 2 
<211> 68 



<212> RNA s 

<213> kunstliche Sequenz 

<220> io 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 2 



ACUUCGUCUU GCAGCGCGGC UUGUCUUCCC ACAUCCGUUC UAUCGGUAUG 50 
ACUUUUUCCG UAAGGUCA 



68 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 3 

UUUACCGUAA GGCCUGUCUU CGUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCUCACAC 50 
UUUGUACCUC UGCCUG 

66 



15 



20 



25 



<210> 3 

<211> 66 

<212> RNA 30 

<213> kunstliche Sequenz 



35 



40 



45 



50. 
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<210> 4 

<211> 67 

<212> . RNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 4 

UUUACCGUAA GGCCUGUCUU CGUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCUCACAC 50 
UUUGUACCUG CUGCCAA 67 



<210> 5 

<211> 67 

<212> RNA 

<213> kilnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 5 

UUUACCGUAA GGCCUGUCUU CGUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCUCACGC 50 
UUUGUCCCAU GCCCGUC 67 
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<210> 6 
<211> 66 



<212> RNA . s 

<213> ktinstliche Sequenz 

<220> io 
<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 6 

UUUACCGUAA GGCCUGUCUU CGUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCACACAC 50 
UUUGUCCCGG CUGCAG 66 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 7 

UUUACCGUAA GGCCUGUCUU CUUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCUCACGC 50 
UUUGUCCCUG CUGUACCUG 69 



15 



20 



25 



<210> 7 

<211> 69 30 

<212> RNA 

<213> . kUnstliche Sequenz 
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<210> 8 
<211> 67 
<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverf ahren gewonnen 

<400> 8 

UUUACCGUAA GGCCUGUCAU CGUUUGACAG CGGCUUGUUG ACCCUUCCAC 50 
UAUGUGUGCC UGUAAUG 67 



<210> 9 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 9 

UCCACCGUAA GAQUGUAAAC UAUCGCGUAA AGACGAAGUU UAUGUGGCUU 50 
GUUUUCCCAC CGCCUUGCC 69 
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<210> 10 
<211> 69 



<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 10 

UGUCCACCGU AAGAUUGUAA ACUAUCGUAA AGACGAAGUU UAUGUGGCUU 50 
GUUUUCCCAC CGCCUUGCC 

69 



<210> 11 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> li 

UCCACCGUAA GAUUGUAAAC UAUCGCGUAA AGACGAAGUU UAUGUGGCUU 50 
GUUUCCCACC ACCUUGCG 

68 



25 
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<210> 12 

<211> 68 

s <212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 



10 

<220> 



15 



<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 12 

20 UCCACCGUAA GAUUGUAAAC UAUCGCGUAA AAGACGAAGU UUAUGUGGCU 50. 
UGUUUUCCCA CCGCCUUG 68 



25 



<210> 13 

30 

<211> 68 



35 



<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 



<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

45 <400> 13 

UCCACCGUAA GAUUGUAAAC UAUCGGGUAA AGACGAAGUU UAUGUGGCUU 50 
GUUUCCCACC GCCUUGCC 68 

50 



5S 



60 



65 



26 
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<210> 14 
<211> 65 



<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 14 

UGUCCACCGU AGAUUGUAAA CUAUCGCGUA AAGCGAAGUU UAUGUGGCUU 50 
GUUUUCCCAG CCUUG 

65 



<210> 15 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 15 

CUCGAUCACC GUAAGGACAU CUACGUAAGU GUAAUGCGGC UUGUUUUCCC 50 
CAUGCGUCUG CAUAUCUGUU ?Q 



27 
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<210> 16 

<211> 69 

5 <212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 



10 

<220> 



15 



<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 16 

20 CUCGAUCACC GUAAGGACAU UUACGUAAGU GUAAUGCGGC UUGUUUUCCC 50 
CAUGCGUCUG CAUAUCUGU 69 



25 



<210> 17 

30 

<211> 70 



35 



<212> RNA . 

<213> kunstliche Sequenz 



<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

45 <400> 17 

CUCGAUCACC GUAAGGACAU UUACGUAAGU GUAAUGCGGC UUGUUUUCCC 50 
CAUGCGUUUG CAUAUCUGUG 70 

50 



55 



60 



65 



28 
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<210> 18 
<211> 69 



<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 18 

CUCGAUCACC GUAAGGACAU CUACAUAAGU GUAAUGCGGC UUGUUUUCCC 50 
CAUGCAUCUG CAUAUCUGU gg 



<210> 19 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 19 

GUGCCAAAGG ACGUGUACCU UGAGCUCUAU GAGUACCUUC GACUUUAACG 50 
CAUGUCUGCA CCUAAGGCAA 7Q 



29 



10 



15 
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<210> 20 

<211> 70 

s <212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 20 

20 GUGCCAAAGG ACGUGUACCU UGAGCUCUAU GAGUACCUUC GACAUUAUCG 50 
CAUGUCUGCA CCUAAGGCAA 70 



25 



<210> 21 

30 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 



<220> 

to <223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

45 <400> 21 

GUGCCAAAGG AAGUGUACCU UGAGCUCUAU GAGUACCUUC GACUUUAACG 50 
CAUGACUGCA CCUAAGGCAA 70 

50 



55 



60 



6S 



30 
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<210> 22 
<211> 70 



<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gev/onnen 

<400> 22 

GUGCCAAAGG AAGUGUACCU UGAGCUCUAU GAGUACCUUC AACUUUAACG 50 
CAUGACUGCA CCUAAGGCAA 

70 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



23 
68 
RNA 

kiinstliche Sequenz 



<220> 
<223> 



<400> 



durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



23 



GCGCCAAAGG ACGUGUACCU UGAGCUCUAU GAGUACCCGA CUUUAACACA 50 
UGACUGCACC UAAGGCAA 

68 



31 
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<210> 24 

<211> 70 

s <212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 



10 



15 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 24 

20 GUGCCAAAGG ACGUGUACCU UGAGCUAUAU GCGUACCUUC AACUUUAACG 50 
CAUGUCUGCA CCUAAGGCAA 70 



25 



30 



35 



<210> 25 

<211> 71 

<212> RNA . 

<213> kUnstliche Sequenz 



<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

45 <400> 25 

GCGCCAAAGG ACGUGUACCU UGAGCACUAU GCGUUCCUUC GACUUUAACG 50 
CAUGCCAUGC ACCUAAGGCA A 71 

50 



55 



60 



65 



32 
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<210> 26 
<211> 70 



<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 26 

CUCUGAUCCA GCAAGUACCG UAAGGAAACU UGGGGCUCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCGAGU 

70 



<210> 27 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 27 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GGGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCGAGU 7Q 



33 
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<210> 28 

<211> 70 

s <212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 



1U 



15 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverf ahren gewonnen 



<400> 28 

20 UCUGAUCCAG CAAGUACCGTJ AAGAAACUUG UGCUCCCUAC AAGUUCGGCU 50 
UGUCUUCCGA UCCCGAGU 68 

25 

<210> 29 

30 

<211> 70 
<212> RNA 
3j <213> kiinstliche Sequenz 

<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

45 <400> 29 

UCUGAUCCAU CAAGCACCGA AAGGAAACUU GGGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCGAGU 70 

50 



55 



60 



65 



34 
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<210> 30 
<211> 70 



<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 30 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GGGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC GAUCCCGAGU 7Q 



<210> 31 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 31 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGAAACUUG GGGCUCCCUA CAAGUUCGGC 
UUGUCUUCCG AUCCCGAGU 



35 



DE 199 16 417 A 1 



<210> 32 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 32 

UCUGAUCCAG CAAGCACCGU AAGGAAACUU GUGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCGAGU 70 



<210> 33 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 33 

UCUGAUUCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GUGGCUCCUU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC GAUCCCGAGU 70 



36 
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34 
70 
RNA 

kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gev/onnen 

<400> • 34 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GGGGCUCCAU ACAAGUUC GG 50 
CUUGUCUUCC GAUCCCGAGU 

35 

7 3 
RNA 

kiinstliche Sequenz 



durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 35 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GUGGCUCCCU ACAAGUUCGG 
CUUGUCUUCC GAUCCCGAGU CUG 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

<220> 
<223> 



37 
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<210> 36 

<211> 70 

s <212> RNA 

<213> ktlnstliche Sequenz 



10 



15 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 36 

20 UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GUGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC GAUCCCGAGU 70 



25 



30 



3S 



<210> 37 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kilnstliche Sequenz 



<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

45 <400> 37 

UCUGAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GGGGCUCCCU ACAAGUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCGAGU 70 

50 



55 



60 



65 



38 
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<210> 38 
<211> 70 



<212> RNA 5 

<213> kUnstliche Sequenz 

<220> io 
<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 38 

UCUAAUCCAG CAAGUACCGU AAGGAAACUU GGGUCUCCCU ACAAUUUCGG 50 
CUUGUCUUCC CAUCCCAAGU 



70 



<220> 



<400> 39 

UCUGAUCCAG CAAGCACCGU AAGGAAACUU GGCUCCCUAC AAGUUCGGCU 50 
UGUCUUCCCA UCCCGAGU 

68 



15 



20 



25 



<210> 39 

<211> 68 30 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 



35 



<223> durch in der Beschreibung angegebenes 40 
Selektionsverfahren gewonnen 



45 



50 



55 



60 



65 



39 
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<210> 40 

<211> 68 

5 <212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 



10 



15 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 40 

20 UCCGAUUCGA CUUCCGCCAA CCAACAAACC CACUUUGUUA UUGAAGUACG 50 
UAACCUUCAA UGCAUGCC 68 



25 



30 



35 



<210> 41 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 



40 <220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 



45 



50 



<400> 41 

UCCGAUUCGA CUUCCGCCAA CCAACAAAUC CACUUUGUUA UUGAAGUACU 50 
UAACCUUCAA UGCGCAUGC 69 



55 



60 



65 



40 



<220> 
<223> 
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<210> 42 
<211> 70 



<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 



durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 42 

UCCGAUUCGA CUUCCGCCAA CCAACAAACU CACUUUGUUA UUGAAGUACG 50 
UAACCUUCAA UGCGCAUGCC 

70 



<210> 43 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 



<220> 
<223> 



durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 43 



UCCGAUUCGA CUUCCGCCAA CCAACAAACC CACUUUGUUA UUGAAGUACG 50 
UAACCUUCAA UGCGCAUGCC 

70 



41 
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<210> 44 

<211> 70. 

« <212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 



10 



15 



<220> 
<223> 



durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



25 



<400> 



44 



20 UCCGAUUCGA CUUCCGCCAA CCAACAAACC CACUUUGUUA UUGAAGUACG 50 
UUACCUUCAA UGCGCAUGCC 70 



30 



35 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



45 
66 
RNA 

kunstliche Sequenz 



<220> 
40 <223> 



durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



45 <400> 45 

ACCGCGCUCG CAUUGUUGUG UACUUCUACA CAACAAUGAU GAUUCUAGAG 50 
GCCCCUGACC AUGCUA 66 



50 



55 



60 



65 



42 
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<210> 46 
<211> 69 



<212> RNA . 

<213> kunstliche Sequenz 

<220> io 
<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 46 

CCCACCGCGC UCGCAUUGUU GUGUACUUCU ACACAACAAU GAUGAUUCAU 50 
GAGGCCCCUG ACCAUGCUA 

69 



<220> 
<223> 



durch in der Beschreibung angegebenej 
Selektionsverfahren gewonnen 



<<300> 47 

CCUACCGCGC UCGCAUUGUU GUGUACUUCU ACACAACAAU GAUGAUUCAU 50 
GAGGCCCCUG ACCAUGCUA 

69 



15 



20 



25 



<210> 47 

<211> 69 30 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



43 
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<210> 48 

<211> 71 

5 <212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 



10 



15 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 48 

20 ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCAGG 50 
GGAGCGUUAA UCGUAACGUC U 71 



25 



<210> 49 

30 

<211> 65 

<212> RNA 

35 <213> kunstliche Sequenz 



<220> 

40 <223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

45 <400> 49 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCUGAGCG 50 
UUAAUCGUAA CGUCU 65 

50 



55 



6ft 



65 



44 
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<210> 50 
<211> 71 



<212> . RNA 

<213> kilnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 50 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCACC 50 
CGAGCGUUAA UCGUAACGUC U ? 



<210> 51 

<211> 71 

<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 51 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAUAUAG UUACACACUG AGGCCCCACC 50 
CGAGCGUUAA UCGUAACGUC U 71 



45 



DE 199 16 417 A 1 



52 
70 
RNA 

kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 
<400> 52 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCACC 50 
CCCUUUGCAU GUUUGCGACC 70 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



<210> 53 

<211> 68 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 53 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCCCC 50 
CUUUUUGCAU GUCAUAAC 68 



46 
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<210> 54 
<211> 69 



<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 54 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCAAA 50 
AAAAUGCAUG AUCUGCUGU 

69 



<210> 5& 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 



<220> 
<223> 



durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 55 



ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCAAA 50 
AAAAAUGCAU GAUCUGCUGU 



70 



47 
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<210> 56 
<211> 70 
<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 56 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCGNAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 70 



<210> 57 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 57 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCUGAAC 50 
ACGCAUGUGC UGCAUAAAU 69 



48 
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<210> 58 
<211> 69 



<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren. gewonnen 

<400> 58 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCUAU 50 
GCAUGCUCUA GCAUUUCGU 

69 



<210> 59 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 59 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUAGAAACUG AAGCCCGCAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 7Q 



49 
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<210> 60 

<211> 70 

s <212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 



10 



15 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverf ahren gewonnen 



<400> 60 

20 UCACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCGCAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 70 



25 



30 



35 



<210> 61 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kUnstliche Sequenz 



40 <220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



45 



50 



55 



60 



<400> 61 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCGCAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 70 



65 



50 
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<210> 62 
<211> 70 



<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 

Selektionsverfahren gewonnen 
<400> 62 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGGCCGACC 50 
CCCUUUGCAU GUUUGCGACC . 7Q 



<210> 63 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 63 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCGCAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 70 



51 



10 



15 
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<210> 64 

<211> 70 

s <212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 64 

20 ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCGAAA 50 
CCCGUUUCGC AUGUCUUGAU 70 



25 



30 



35 



<210> 65 

<211> 70 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 



40 <220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



45 



50 



55 



<400> 65 

GCACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCCUCC 50 
CUUUGCAUGC UCUGCUCUCA 70 



60 



65 



52 
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<210> 66 
<211> 68 



<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverf ahren gewonnen 

<400> 66 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AGGCCCAACA 50 
UGACCAUUCC GCAUGCUC 



<210> 67 

<211> 69 

<212> RNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 

<400> 67 

ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG AAGCCCUAAC 50 
GUUGCGCAUG UCUGUGUUA 



53 



DE 199 16 417 A 1 ' 



<210> 68 

<211> 67 

s <212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 



10 



is 



<220> 

<223> durch in der Beschreibung angegebenes 
Selektionsverfahren gewonnen 



<400> 68 

20 ACACCUAGCU CGGUUUGCUA CGGCAAAUAG UUACAAACUG ACGCCCGCAA 50 
AGCAUGCUUG CUUACAU 67 



25 



30 



35 



<210> 69 

<211> 20 

<212> RNA 

<213> kunstliche Sequenz 



to <220> 

<223> synthetisiert 

4S <400> 69 

CUGCAGGCAU GCAAGCUUGG 20 

so <210> 70 

<211> 20 

<212> RNA 

55 <213> kunstliche Sequenz 

<220> 

60 <223> synthetisiert 

<400> 70 

65 

GGGAAUUGCA GCUCGGUACC 20 



54 



DE 199 16 417 A 1 

Patentanspruche 

1. Gegen Nukleinsaure-spaltende Enzyme stabilisiertes Aptamer, welches amyloidspezifisch ist, oder Allele und/ 
oder Derivate eines soichen Aptamers. 

2. Aptamer nach Anspruch 1, welche gegen das Alzheimer |J-Amyloid 4 (1-42) oder Teilsequenzen hiervon ins- 5 
besondere (1-40), spezifisch ist. 

3. Aptamer nach Anspruch 1 oder 2 mit einer Loopstruktur. 

4. Aptamer nach Anspruch 3, wobei die Loopstruktur vier Basen, vorzugsweise vier Uridine oder drei Uridine und 
ein Cytidin aurweist, vorzugsweise aus den vier Basen besteht. 

5. Aptamer nach einem der AnsprUche 1-4 enthaltend eine Sequenz GUUU oder GUCU. iu 

6. Aptamer nach einem der Anspriiche 1-5, enthaltend eine Sequenz aus der Gruppe bestehend aus den Sequenzen 
SEQ ID NO: 1 bis SEQ ID NO: 68 4 

7. Aptamer nach Anspruch 6, wobei das 3-TJnde eine Primersequenz gemaG SEQ TD NO: 69 und/oder das S'-Ende 
eine Primersequenz SEQ ID NO: 70 aufweist 

8. Aptamer nach Anspruch 7, wobei die Loopstruktur gebildet ist aus der Sequenz UUUC oder GUCU und der 15 
hierzu gegen uberliegenden Primersequenz AUUC und wobei die jeweilig mittleren beiden Basen ungepaart und die 
jeweilig auBeren Basen gepaart sind. 

9. Aptamer nach einem der AnsprUche 1-8, wobei die 2'-Hydroxylgruppe der Zuckergruppe eines oder mehrerer 
Pynmidin-Nucleotide durch eine Hourid-, Amino- oder Methoxygruppe substituiert ist und/oder wobei in termina- 

len Phosphatgruppen ein Sauerstoffatom durch ein Schwefelatom substituiert ist und/oder wobei das Aptamer ein 20 
Spiegelmer ist. 

10. Verfahren zur Herstellung und/oder Isolierung eines Aptamers nach einem der Anspriiche 1-9 mit foleenden 
Verfahrensschritten: ' . 

a) es wird ein randomisierter DNA-Pool geschaffen, 

b) aus dem randomisierten DNA-Pool wird ggf. ein RNA-Pool erzeugt und einem Selektionskreislauf mit fol- 25 
genden Schrillen aufgegeben: 

c) an das Amyloid oder cine Tcilscqucnz des Amyloids bindende RNA des RNA-Pools bzw. DNA des DNA- 
Pools wird selektiert, 

d) selektierte RNA bzw. DNA wird amplifiziert, 

e) die RNA bzw. DNA aus Stufe d) wird dem RNA-Pool bzw. DNA-Pool in der Stufe c) zugegeben, wobei die 30 
Stufen c)-e) so oft wiederholt werden, bis der Anteil in Stufe c) selektierter RNA bzw. DNA urn wenieer als 
50%, vorzugsweise weniger als 10% ansteigt. 

11. Aptamer nach einem der Anspriiche 1 bis 9, erhaltlich durch ein Verfahren nach Anspruch 10 

12. Verwendung eines Aptamers nach einem der AnsprUche 1-9 oder einer Mischung solcher Aptamere zur Her- 
stellung eines Mittels zur Diagnose und/oder Behandlung von Alzheimer, Spongiformen Enzephalopatien und TYd 
II Diabetes Mellitus. /K 
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FIG. 1 



Gruppe 
019* 5 
078 

Gruppe 

027 

055* 

om 

065 
069 
064 

Gruppe 

015 

061* 

0108 

076 

059 

036 

Gruppe 

05 

044 

0124 

028 

Gruppe 

02 

017 

043 

050 

073 

037* 

03 



'ACUUCGUCaUGCAGCGCGGCUUGUCUUCCCACAUCCGUUCUAOCGGUAUGACUCUUOUUCCGCJAAGGUCA-a' 
ACUUCGUCUUGCAGCGCGGCUUGUCUUCCCACAUCCGUUCUAUCGGUAUGAC . . UUUUUCCGUAAGGUCA 
2 



UUUACCGUAAGGCCUGUCUUCGUUUGACA . 
UUUACCGUAAGGCCUGUCUUCGUUUGACA . 
UUUACCGUAAGGCCUGUCUUCGUUUGACA . 
UUUACCGUAAGGCCUGUCUUCGUUUGACA . 
UUUACCGUAAGGCCUGUCUUCUUUUGACA . 
UUUACCGUAAGGCCUGUCAUCGUUUGACA . 



.GCGGCUUGUUGACCCUCACACUUUGUACCUCUGCCUG 

• GCGGCUUGUUGACCCUCACACUUUGUACCUGCUGCCAA 
.GCGGCUUGUUGACCCUCACGCUUUGUCCCAUGCCCGUC 

• GCGGCUUGUUGACCCACACACUUUGUCCCGGCUGCAG 
.GCGGCUUGUUGACCCUCACGCUUUGUCCCUGCUGUACCUG 
.GCGGCUUGUUGACCCUUCCACUAUGUGUGCCUGUAAUG 



UCCACCGUAAGAUUGUAAACUAUCGCGUAAA . GACGAAGUUUA . UGUGGCUUGUUUUCCC . ACCGCCUUGCC 
UGUCCACCGUAAGAUUGUAAACUAUCG . . OAAA . GACGAAGUUUA . UGUGGCUUGUUUUCCC . ACCGCCUUGCC 
UCCACCGUAAGAUUGUAAACUAUCGCGUAAA . GACGAAGUUUA . UGUGGCUUGUUU . CCC . ACCACCUUGCG 
UCCACCGUAAGAUUGUAAACUAUCGCGUAAAAGACGAAGUUUA . UGUGGCUUGUUUUCCC . ACCGCCUUG 
UCCACCGUAAGAUUGUAAACUAUCGGGUAAA . GACGAAGUUUA . UGUGGCUUGUUU . CCC . ACCGCCUUGCC 
UGUCCACCGUA . GAUUGUAAACUAUCGCGUAAA . G . CGAAGUUUA . UGUGGCUUGUUUUCCC . AC . GCCUUG 



CUCGAUCACCGUAAGGACAUCUACGU . 
CUCGAUCACCGUAAGGACAUUUACGU . 
CUCGAUCACCGUAAGGACAUUUACGU . 
CUCGAUCACCGUAAGGACAUCUAC AU . 



. AAGUGUAAUGCGGCUUGUUUUCCCCAUGCGUC . UGCAUAUCUGUU 
. AAGUGUAAUGCGGCUUGUUUUCCCCAUGCGUC . UGCAUAUCUGU 
. AAGUGUAAUGCGGCUUGUUUUCCCCAUGCGUU . UGCAUAUCUGUG 
. AAGUGUAAUGCGGCUUGUUUUCCCCAUGCAUC . UGCAUAUCUGU 



GUGCCAAAGGACGUGUACCUUGAGCUCUAUGAGUACCUUCGACUUUAACG . . . CAUG 

GUGCCAAAGGACGUGUACCUUGAGCUCUAUGAGUACCUUCGACAUUAUCG ... " CAUG ' 

GUGCCAAAGGAAGUGUACCUUGAGCUCUAUGAGUACCUUCGACUUUAACG " " CAUG # 

GUGCCAAAGGAAGUGUACCUUGAGCUCUAUGAGUACCUUCAACUUUAACG C AU<2 " 

GCGCCAAAGGACGUGUACCUUGAGCUCUAUGAGUACC . . CGACUUUAACA .... [ " CAUG * 

GUGCCAAAGGACGUGUACCUUGAGCUAOAUGCGUACCUUCAACUUUAACG .... V CAUG ' 

GCGCCAAAGGACGUGUACCUUGAGCACUAUGCGUUCCUUCGACUUUAACG ' CAUG * 



. UC . UGCACCUAAGGCAA 
. UC . UGCACCUAAGGCAA 
. AC . UGCACCUAAGGCAA 
. AC . UGCACCUAAGGCAA 
. AC . UGCACCUAAGGCAA 
. UC . UGCACCUAAGGCAA 
. CCAUGCACCUAAGGCAA 



• Verbinder, nicht dagegen unbekannt • 
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Gruppe 1 

al 5 ' CUCUGAUCCAGCAAGUACCGUAAGGAAACUUGGGGCUCC . UACAAGUUCGGCUUGUCUUCCCAUCCCGAGU-3 • 
a 4 * UCUGAUCCAGCAAGUACCGUAAGGAAACUUGGGGCUCCCUACAAGUUCGGCUUGUCUUCCCAUCCCGAGU ■ 
a 6 aCUGAUCCAGCAAGUAGCGUAAG.AAACUUGU.GCUCCCUACAAGUUCGGCUUGUCUUCCGAUCCCGAGCJ 
a7 UCUGAUCCAUCAAGCACCGAAAGGAAACUUGGGGCUCCCUACAAGUUCGGCUUGUCUUCCCAUCCCGAGU 
a20 UCUGAUCCAGCAAGUACCGUAAGGAAACUUGGGGCUCCCUACAAGUUCGGCUUGUCUUCCGAUCCCGAGU 
a2 1 UCUGAUCCAGCAAGUACCGUAAG . AAACUUGGGGCUCCCUACAAGUUCGGCUUGUCUUCCGAUCCCGAGU 
a28 UCUGAUCCAGCAAGCACCGUAAGGAAACUUGUGGCUCCCUACAAGUUCGGCUUGUCUUCCCAUCCCGAGU 
a 3 4 UCUGAUUCAGCAAGUACCGUAAGGAAACUUGUGGCUCCUUAC AAGUUCGGCUUGUCUUCCGAUCCCGAGU 
a 4 6 UCUGAUCCAGCAAGUACCGUAAGGAAACUUGGGGCUCCAUACAAGUUCGGCUUGUCUUCCGAUCCCGAGU 
a 5 6 UCUGAUCCAGCAAGU ACCGU AAGG AAACUUGUGGCUCCCU ACAAGUUCGGCUUGUCUUCCGAUCCCGAGUCUG 
a62 UCUGAUCCAGCAAGUACCGUAAGGAAACUUGUGGCUCCCUACAAGUUCGGCUUGUCaUCCGAUCCCGAGU 
a 8 4 UCOGAUCC AGCAAGUACCGUAAGG AAACUUGGGGCUCCCU ACAAGUUCGGCUUGUCCJUCCC AUCCCGAGU 
a86 UCUAAUCCAGCAAGUACCGOAAGGAAACUUGGGUCUCCCUACAAOUUCGGCUUGUCUUCCCAUCCCAAGU 
a87 UCUGAUCCAGCAAGCACCGUAAGGAAACUUGG . .CUCCCUACAAGUUCGGCUUGUCUUCCCAUCCCGAGU 
Gruppe 2 

a 1 4 UCCG AUUCGACUUCCG CC AACC AACAAACCC ACUUUGUUAUUG AAGUA . CGUAACCUUCAAUGC . . AUGCC 

a 18* OCCGAUUCGACUUCCG C C AACC AAC AAAU CC ACUUUGUUAUUG AAGUA . CUUAACCUUCAAUGCGCAUGC 

a71 UCCGAUUCGACUUCCG CCAACCAACAAJVCUCACUUUGUUAUUGAAGUA.CGUAACCUUCAAUGCGCAUGCC 

a80 UCCGAUUCGACUUCCG CCAACCAACAAACCCACUUUGUUAUUGAAGUA . CGUAACCUUCAAUGCGC AUGCC 

a8l UCCGAUUCGACUUCCG CCAACCAACAAACCCACUUUGUUAUUGAAGUA . CGUUACCUUCAAUGCGCAUGCC 

Gruppe 3 

a24 ACCGCGCUCGCAUUGUUGUGUACUUCUACACAACAAUGAUGAUUCUAGAGGCCCCUGACCAUGCUA 
a36* CCCACCGCGCUCGCAUUGUUGUGUACUUCUACACAACAAUGAUGAUUCAUGAGGCCCCUGACCAUGCUA 
a 7 9 CCUACCGCGCUCGC AUUGUUGUGUACUUCUACACAACAAUGAUGAUUC AUGAGGCCCCUGACC AUGCUA 
Gruppe 4 

a39 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCCCCA GGGGAGCGUUAAUCGUAACGUCU 

a44 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAAGC UGAGCGUUAAUCGUAACGUCU 

a53* ACACCUAGCUC. . . GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCCCCA; CCCGAGCGUUAAUCGUAACGUCU 

a82 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAUAUAGUUACACACUGAGGCCCCA CCCGAGCGUUAAUCGUAACGUCU 

a4 6 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAU AGUUAC AAACUGAGGCCCC A CCCCCUUU . . GCAUGUUUGCGACC 

al3 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUACAAACUGAGGCCC .... . CCCCCUUUUUGCAUGUCAU AAC 

a 59 * ACACCUAGCUC GGUUUGCU ACGGC AAAU AGUUAC AAACUGAGGCCCC A AAAAAAUGCAUGAUCU . GCUGU 

a67 ACACCUAGCUC GG UU U GC U AC GGC AAAU AGUUAC AAAC UGAGGCC C C A AAAAAAAUGCAUGAUCU . GCUGU 

a2 ACACCUAGCUC GGUUUGCU ACGGC AAAU AGUUACAAACUGAAGCCC GNAACCCGUUUCGCAUGU . CUUG . AU 

a8 ACACCUAGCUC GGUUUGCU ACGGC AAAUAGUU AC AAACUGAGGCC UGAACACGCAUGUGCU . GCAUAAAU 

a31 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAA'JAGUUACAAACUGAGGCCC .CUAUGCAUGCUCUAGCAUUUCGU 

a38 . ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAUAGUUAGAAACUGAAGCCC GCAACCCGUUUCGCAUGU . CUUG . AU 

a 54 * UCACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAU AGUUACAAACUGAAGCCC GCAACCCGUUUCGCAUGU .CUUG. AU 

a 61 ACACCUAGCUC GG UUUGC U ACGGC AAAU AG U U AC A AACUG AAGCC C GCAACCCGUUUCGCAUGU . CUUG . AU 

a 68 ACACCUAGCUC GGUUUGCU ACGGC AAAU AG UU AC AAACUGAGGCCC GACCCCCUUU . GCAUGU . . UUGCGACC 

a 69 ACACCUAGCUC GGUUUGCU ACGGC AAAU AG UUACAAACUGAAGCCC GCAACCCGUUUCGCAUGU . CUUG . AU 

a70 ACACCUAGCUC GGUUUGCUACGGCAAAU AGUUACAAACUGAAGCCC GAAACCCGUUUCGCAUGU CUUG AU 

all GCACCUAGCUC GGUUUGCU ACGGC AAA U AG UU AC AAACUGAGGCCC CUCCCUUUGCAUGCUCUGCUCUCP 

a 1 6 ACACCUAGCUC GGUUUGCU ACGGC AAAUAGUU AC AAACUGAGGCCC A ACAUGACCAUUCCGCAUG . . CUC 

a 19 ACACCUAGCUC GGUUUGCU ACGGC AAAU AG UUACAAACUGAAGCCC UAACGUUGC GCAUGU CU GUGUUA 

a 6 5 ACACCUAGCUC GGUUUGCU ACGGC AAAU AGUUAC AAACUGAGGCCC GCAA AG C AUG . . CUUGCUUACAU 

* Verbincer, niche dagegen u ' v annt 
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